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La  memoria  de  este  estudio  recoge  un  análisis  exhaustivo  y  detallado  de  los 
cambios  postlesionales  a  largo  plazo  en  el  Colículo  inferior  tras  ablación  de  la 
corteza auditiva. 
 
Los datos presentados  en  esta memoria  constituyen una  aportación original  y 
han  permitido  un  avance  significativo  en  el  conocimiento  de  la  plasticidad 
postlesional en el sistema auditivo adulto. 
 
Por  todo  ello,  consideró  que  esta  tesis  reúne  la  calidad  y  rigor  científicos 



































formado  como  investigadora,  y  porque  sus  pequeños  vicios 
investigativos  serán  también  siempre  mis  pequeños  vicios 
investigativos.   Agradecerle  su paciencia y  tranquilidad para guiarme 
por el camino de las Nerurociencias y por enseñarme que todavía me 
queda mucho por aprender.  A Nacho, porque además de ser el mejor 
técnico  que  una  doctoranda  puede  desear,  es  el  mejor  psicólogo, 
amigo  y  en muchas  ocasiones  paño  de  lágrimas  que  alguien  con mi 
carácter puede tener.   A Biviana por estar ahí, sea de día o de noche, 
de  lunes  a domingo,  todo el mundo necesita  una  verdadera  amiga  y 
compañera  de  laboratorio  así,    sobre  todo  cuando    tenemos  lejos  a 
nuestras  familias,  nos  convertimos  en  una  pequeña  familia,  por  tal 
razón  también  le  agradezco  a  todos  aquellos  amigos  “salmantinos” 
que me han acompañado a  lo  largo de estos años, a Jonny, a  Inés,   a 
Melissa, a Mónica y a Eve. 
 
          A Lita,  por  ayudarme  siempre en  todo  lo que he necesitado,  no 
solo  a  nivel  científico  sino  también  como  persona,  gracias  por 
comprender que a  veces  se necesita el  toque  femenino.   A  todos  los 
que trabajan en el  Incyl en sistema auditivo, porque son  las personas 
con las que comparto el día a día investigativo,  Flora, Marco, Manolo, 
Olga, Orlando, Med, Tao, Auxi, Verónica,  a  todos  los  integrantes del 
laboratorio  del Dr.  López‐Poveda,    por  ayudarme  siempre  cuando  lo 
necesite,  incluso  cuando  el  tiempo  apremiaba.    Al  Dr.  Arévalo  y  a 
Javier  Herrero  por  su  invaluable  ayuda  profesional.      No  quiero 
olvidarme  de  nadie,  por  eso  les    agradezco  infinitamente  a    todos 




























































































































































































































































































Sistema Nervioso  Central  Auditivo  para  reorganizarse,  tras  cambios  inducidos 
por  la  deprivación  sensorial  durante  las  etapas  tempranas  del  desarrollo  
(revisión  en  Kandler,  2004;  Keuroghlian  y  Knudsen,  2007).  En  el  adulto,  el 
volumen de información acerca de este tema es menor, pero se ha comprobado 
que  existe  un  potencial  plástico,  que    puede  ser  inducido  por    estímulos  tales 
como  el  ambiente  enriquecido  acústicamente  (Noreña  y  cols.,  2006),  los 
paradigmas  de  entrenamiento‐comportamiento  (Edeline  y  Weinberger,  1991 
a,b, 1992; Gao y Suga, 1998, 2000; Ma y Suga, 2005; Rutkowski y Weinberger, 





          Se  conocen  diferentes  aspectos  clínicos  y  neurocientíficos  que  hacen 
importante  el  estudio  de  la  adaptación  postlesional  del  cerebro  medio. 
Alrededor  de  110.000  sordos,    niños  y  adultos,    se  benefician  actualmente  del 
empleo de implantes cocleares (Fallon y cols., 2008).  Aún así, las utilidades que 
el  uso  de  estas  prótesis  aporta  depende  de  la  habilidad  del  cerebro  para 
aprender  a  clasificar de nuevo  la  actividad neuronal  evocada  tras  estimulación 
eléctrica de la cóclea (Kral y Tillein, 2006). En pocas palabras, su éxito depende 
de  la  capacidad  plástica  de  toda  la  vía  auditiva,  incluyendo  estructuras 
subcorticales tan importantes como el Colículo Inferior.   De esta forma, resulta 
obvia  la  importancia  de  ayudar  a  comprender  la  habilidad  del  cerebro  adulto, 
para adaptarse tanto a nuevos escenarios de estimulación, como a alteraciones 
inducidas por  lesiones.   Por otra parte,  la capacidad de adaptación del Colículo 
Inferior  frente a traumatismos cobra especial  relevancia con  la aparición de  las 
modernas  estrategias de tratamiento de las sorderas neurosensoriales basadas 
en  la  implantación  de  electrodos  penetrantes  en  el  cerebro  medio.  En  estos 
pacientes,  se  produce  la  combinación  de  una  pequeña  lesión  quirúrgica, 
producto de  la  penetración de  los  electrodos,  con un nuevo procedimiento de 
despolarización basado en  la estimulación eléctrica directa de  las neuronas del 
Colículo  Inferior  (Lim  y  cols,  2009).    La  aplicación  de  esta  estrategia  ha  sido 
posible, en la clínica, solamente en un reducido número de enfermos afectados 
de neurofibromatosis de tipo II (Lenarz y cols., 2006; Samii y cols., 2007), y aún 
no  ha  alcanzado  la  eficacia  de  los  implantes  cocleares  (Lim  y  cols.,  2008).  La 



















requieren mantener  un  punto  de  equilibrio  dinámico  en  la  actividad  sináptica 
(set point level), fuera del cual pueden entrar en silencio (Marder y Prinz, 2002). 
Para  conseguir  mantener  este  equilibrio  se  activan  mecanismos  moleculares 
mediados  por  rutas  de  señalización  calcio‐dependientes,  que    son  capaces  de 




          Esta  forma de plasticidad en  la  cual  las neuronas  reaccionan  frente a una 
noxa  o  un  bloqueo  buscando  un  equilibrio  dinámico,  es  una  función  necesaria 
para recuperar su actividad, y lo logran ya sea variando su estado eléctrico y/ó la 
fuerza  de  la  respuesta  sináptica  (sinaptic  strenght).    A  este  fenómeno  se  le 
conoce con el término de plasticidad homeostática (Turrigiano, 1999; Turrigiano 
y  Nelson,  2000;  Turrigiano,  2007;  Maffei  y  Turrigiano,  2008).  El  concepto  de 
plasticidad homeostática es de indudable interés para la Neurociencia actual y, 
más  concretamente,  para  ayudar  a  comprender  algunos  resultados  de  este 
trabajo  de  tesis  doctoral.    Este  concepto  ha  sido  desarrollado 
fundamentalmente a partir del análisis de neuronas  individuales, pero también 













lo  largo  de  la  introducción,  en  este  estudio  nos  planteamos  inducir  un  fuerte 
disbalance  de  señales,  mediante  la  eliminación  unilateral  de  la  proyección 
descendente  desde  la  corteza  auditiva    al  colículo  inferior.  Para  ello,  
aprovechamos  dos  ventajas  que  a  estos  efectos    ofrece  este  paradigma 
experimental, que son: 
 
1. El  carácter  exclusivamente  excitatorio  de  la  proyección  deaferentada 















fondo  el  terreno  teórico  sobre  el  cual  se  fundamenta  nuestro  trabajo.  Para 
finalizar, realizaremos las preguntas que surgen de este análisis previo,  que a su 
vez den lugar a una definición de los objetivos concretos y una metodología que 




























































































































          El  Colículo  inferior  (CI)  es  un  núcleo  con  una  posición  clave  en  las  vías 
auditivas,  ya  que  es  una  estación  de  relevo  para  la  inmensa  mayoría  de 
proyecciones  ascendentes  y  descendentes  del  Sistema  Nervioso  Central 
Auditivo  (Tokunaga  y  cols.,  1984).    Esta  estructura  cuenta,  además,  con  un 
denso sistema de fibras comisurales  que interconectan ambos colículos, al igual 
que  otro  de  fibras  intrínsecas  que  interconenctan  sus  tres  subdivisiones  (rata: 
Saldaña  y Merchán,  1992).  Las  proyecciones  del  CI  utilizan  neurotransmisores 
excitatorios‐ Glutamato (Adams y Wenthold, 1979; Faingold y cols., 1992; Saint‐
Marie, 1996), inhibitorios –GABA y Glicina (Moore y Moore, 1987; Sanes y cols., 
1987;  Saint‐Marie  y  Baker,  1990;  Merchán  y  cols.,  2005)  y  otros  como 
AcetilColina  (Morley  y  Happe,  2000;  Motts  y  Schofield,  2009),  Serotonina 
(Klepper y Herbert, 1991; Thompson y cols., 1994; Wright y cols., 1995; Hurley y 





área  de  procesamiento  sensorial  (espectral,  temporal  y  binaural)  puro  (vía 




encargadas  del  procesamiento  auditivo,  y  otras  de  interrelación  con  otros 
sistemas  o  para  la  generación  de  reflejos  auditivo‐motores  (regiones 
paralemniscales,  sagulum,  núcleo  del  brachium,  etc).    En  particular,  en  el  CI 
resulta  especialmente  evidente,  la  existencia  de  una  región  de  integración 
polisensorial  (cortezas)  y  otra  de  procesamiento  auditivo  (núcleo  central).  De 
este  modo,  se  identifican    tres  áreas  funcional  y  citoarquitecturalmente 
distintas: El núcleo central (NCCI), especializado en el procesamiento central de 
la  información  lemmiscal  o  eje  auditivo  (v.s.)  y  las  cortezas  externa  (CECI)  y 







vía  auditiva  ascendente,  y  es  el  CI  una  diana  importante  de  sus  proyecciones, 
tanto del núcleo ventral como del núcleo dorsal (Cant y Benson, 2003).  Así, las 
neuronas  estrelladas/multipolares  tipo  I  o  T  del  Núcleo  Coclear  Ventral  (NCV)  
















FIGURA  1.  Representación  esquemática  de  las  vías  auditivas  ascendentes  y 






















dorsal  (NCD)  proyecta  principalmente  por  la  estría  acústica  dorsal  al  CI 
contralateral  (Beyerl,  1978),  y  contribuyen  a  su  respuesta  excitatoria  (Davis, 
2002).  En otras especies como el gato, se ha comprobado también una pequeña 
proyección  al  CI  ipsilateral  (Brunso‐Bechtold  y  cols.,  1981;  Oliver  y  Morest, 
1984).  
 
          En  la  rata,  el  Complejo  Olivar  Superior  (COS)  está  conformado  por  5 
núcleos, 4 de  los  cuales  tienen  límites muy  fácilmente  identificables: el núcleo 
paraolivar superior,  la oliva  lateral superior,  la oliva superior medial y el núcleo 
del  cuerpo del  trapezoide  la distribución difusa de  sus neuronas. El COS envía 
proyecciones  al  CI  desde  cuatro  de  sus  núcleos  (Warr,  1975).  Uno  de  ellos,  la 
Oliva  Lateral  Superior  (OLS),  proyecta  bilateralmente  al  NCCI  (Stotler,  1953; 
Adams  y  Wenthold,  1979;  Schneiderman  y  Henkel,  1987;  Coleman  y  Clerici, 
1987; Saint‐Marie y cols., 1989; Henkel y Brunso‐Bechtold, 1993).  En diferentes 
especies,  incluida  la  rata,  las    proyecciones  ipsilaterales  son  principalmente 
glicinérgicas  (gato:  Glendenning  y  Baker,  1988;  Saint‐Marie  y  cols.,  1989; 
cobayo: Saint‐Marie y Baker,  1990) y probablemente  inhibitorias, en contraste 
con  las  células  que proyectan  al  lado  contralateral  que  son glicina‐negativas  y 
por lo tanto potencialmente excitatorias (Saint‐Marie y cols., 1989; Saint‐Marie 
y  Baker,  1990).    El  núcleo  Olivar  Superior  Medial  (OSM),  proyecta 
ipsilateralmente  al  NCCI,  vía  segmento  interno  del  lemnisco  lateral  (Henkel  y 
Spangler,  1983).   Estas neuronas son GABA –y Glicina‐  inmunonegativas  (rata: 
Kulesza  y  Berrebi,  2000),  y  por  lo  tanto  la  proyección  es  probablemente 
excitatoria.    El  núcleo  Paraolivar  Superior  (NPS)  en  la  rata,    proyecta 
ipsilateralmente  al  CI  (Faye‐Lund,  1986;  Friauf  y  Kandler,  1990;  Saldaña  y 
Berrebi,  2000).    En  esta  misma  especie,  González‐Hernández  y  cols.,  (1996) 





núcleo  ventral  del  cuerpo  del  trapezoide  (NVCT)  envían  una  proyección 




           Los  dos  núcleos  del  Lemnisco  Lateral  (LL),  el  núcleo Ventral  (NVLL)  y  el  
núcleo Dorsal (NDLL) (Held, 1893; Ramón y Cajal, 1909‐1911)     proyectan al CI.  
En la rata, el NVLL tiene células que se disponen en láminas topográficamente 
organizadas (Merchán y Berbel, 1996).  Las células del NVLL son Glicina y GABA 








(Adams  y Wenthold,  1979;  Brunso‐Bechtold  y  cols.,  1981;  Kudo,  1981;  Zook  y 
Casseday, 1987; Ross y cols., 1988).   
 
          El NDLL es posiblemente  la principal  fuente de  influencia  inhibitoria en el 
tallo cerebral de los mamíferos (Bajo y col., 1993).  Estudios inmunocitoquímicos 
han mostrado  que  las  neuronas  del  NDLL  son  inmunorreactivas  para GABA  y 
GAD  (Adams y Mugnaini,  1984; Thompson y  col.,  1985; Moore y Moore,  1987; 




y Clerici,  1987; Zook y Cassedey,  1987; Ross  y  col.,  1988; Saint‐Marie  y Baker, 
1990; Hutson y col., 1991; Bajo y col, 1993).  Sus axones ascienden y se ramifican 
en  paralelo  a  las  láminas  fibrodendríticas  (Bajo  y  col.,  1993).    Estos  autores 
describen  en  la  rata,  tras  realizar  inyecciones  en  el  NDLL  del  trazador 
neuroanatómico  Leuco‐Aglutinina  de  Phaseolus  Vulgaris,  campos  terminales 





          La  corteza  auditiva  ocupa  una  extensa  área  en  la  región    temporal  de  la 
rata,    y  ha  sido  objeto  de  numerosos  estudios  de  parcelación  cortical  (Krieg, 
1947;  Zilles,  1985;  Zilles  y Wree,  1985;  Swanson,  1992).    En  los  últimos  años, 
Paxinos  y  Watson  (2005)  trazaron  un  esquema  de  parcelación  cortical, 
aglutinando  los  criterios de Zilles  (1985), Zilles  y Wree  (1985), Swanson  (1992, 













           La  CA  es,  por  lo  tanto,  el  origen  de  un  gran  sistema  de  proyecciones 
descendentes,  que  alcanzan  diferentes  dianas  en  un  conjunto  de  núcleos 
auditivos,  en  la  llamada  vía  auditiva  descendente.    Existen  datos 
experimentales, que confirman que ésta participa en  la  localización de sonidos 
(Neff  y  cols.,  1975)  o  procesamiento  binaural  (Stecker  y  cols.,  2005),    en  la 







relacionada con  la experiencia  (Pollok y cols., 2005).   Aún con  los datos que se 
conocen,  la  influencia específica de esta zona de  la  corteza en el  refinamiento 
del procesamiento de  señales auditivas sobre estructuras subcorticales no es, a 
día de hoy, bien comprendida (Winer y Lee, 2007).  No obstante, se sabe que el 
sistema  auditivo  corticofugal  actúa  de  forma  clara  sobre  el  procesamiento 
sensorial en su conjunto (Sun y cols., 1996), sobre el comportamiento motor por 
medio de sus dianas en  los ganglios basales y en otras estructuras promotoras 
(Schuller  y  cols.,  1991;  Beneyto  y  Prieto,  2001);  sobre  el  Reflejo  Auditivo  del 
Sobresalto  (Yeomans  y  Frankland,  1996)  o  sobre  los  state  dependent  changes 
(Steriade,  2000).    Además,  estudios  recientes  sugieren  que  esta  proyección 
cortical  puede afectar directamente a  las neuronas  coliculares,  no  solo por  vía 
descendente, sino que también puede afectar  las señales ascendentes al CI, ya 




          La  proyección  corticocolicular  (Pcc)  de  los  mamíferos‐  objeto  central  de 
nuestro  estudio‐,  proviene    no  solo  del  área  Au1,  sino  que  diversos  autores 
refieren que también envían aferencias las cortezas auditivas secundarias (AuV y 
AuD)  (Diamond y  col.,  1969; Rockel  y  Jones,  1973;   Oliver  y Hall,  1978; Beyerl, 
1978; Faye‐Lund y Osen, 1985; Arnault y Roger, 1990; Herbert y col., 1991).  Las 
neuritas  que  lo  conforman  se  originan  principalmente  de  las  neuronas 
piramidales de la capa V (rata: Beyerl, 1978; Games y Winer, 1988; Weedman y 
Ryugo, 1996; gato: Kelly y Wong, 1981; Meredith y Clemo, 1989; Winer y Prieto, 
2001; hurón:  Bajo  y  cols.,  2007)  y,  en menor  grado  (cerca  del  10%  de  toda  la 
proyección ipsilateral), de las neuronas de la capa VI (rata: Games y Winer, 1988; 
Doucet  y  cols.,  2003;  gato:  Prieto  y  Winer,  1999;  gerbo:  Bajo  y  Moore,  2005; 
hurón: Bajo y cols., 2007; cobayo: Schofield, 2009).   
 
          La  Pcc  tiene  conexiones  directas  y  cruzadas  que  generan  campos 
terminales en el CI, que se distribuyen principalmente en las cortezas (Kuypers y 
Lawrence,  1967; Forbes y Moskowitz,  1974; Ravizza y  cols.,  1976; FitzPatrick e 
Imig, 1978; Casseday y cols., 1979; Andersen y cols., 1980; Kelly y Wong, 1981; 























Columna  izquierda:  Representación  esquemática  de  la  disposición  de  los 
campos  terminales  corticocoliculares,  a  diferentes  niveles  interaurales,  tras 
inyección  de  trazadores  en  tres  regiones  del  eje  rostro‐caudal  (ver  inset) 
(Saldaña y cols., 1996). 
Columna  derecha:  Diagrama  de  la  distribución  de  los  campos  terminales 









          Sun  y  cols.,  (2007)  describen  que  la  Pcc  actúa  a  modo  de  filtro  de  las 
respuestas neuronales al sonido en términos de frecuencia, amplitud y dominios 
espacial  y  temporal.    También  esta  proyección  puede mejorar    la  sensibilidad 
para ciertas combinaciones sonoras (Yan y Suga, 1996; Zhang y cols., 1997; Jen y 




          En  cuanto al  tipo de neurotransmisor que utiliza esta proyección,  Jones y 
Rockel,  (1973)  y  Feliciano  y  Potashner  (1995),  observaron  axones  terminales 
sobre el CI que contenían vesículas sinápticas redondeadas y uniones sinápticas 
asimétricas,  características  asociadas  a  la  transmisión  excitatoria  (Uchizono, 
1985). En términos generales es aceptado por la mayoría de los autores, que se 
trata de una vía Glutamato (Glu) /Aspartato (Asp).  De este modo, Oliver y cols., 
(1983),  describen que  tras  inyecciones  de D‐Aspartato,  éste  es  acumulado por 
neuronas marcadas retrógradamente que expresan transporte con alta afinidad 
para Glu  y/o Asp.   Autores  como Fahn,  (1976);  Contreras  y Bachelard  (1979)  y  
Adams  y  Wenthold,  (1979),  refieren  que  el  CI  tiene  abundantes  sinápsis 
glutamatérgicas,  pues  contiene  altas  concentraciones  de  Glu,  además  de 
terminales  sinápticos  Glu‐inmunorreactivos  (Caspary  y  Helfert,  1993), 
mecanismos  para  lanzar  Glu  y  D‐[3H]  Asp  (Caspary  y  cols.,  1990;  Goldsmith  y 
cols.,  1995;  Suneja  y  cols.,  1995)  y  receptores  glutamatérgicos  (Petralia  y 
Wenthold, 1992; Smith, 1992). En resumen, podemos asumir que  la Pcc utiliza 
de  forma  singular  el  glutamato  como  neurotransmisor  (Jones  y  Rockel,  1973; 
Feliciano  y  Potashner,  1995;  Saldaña  y  cols.,  1996),  proporcionando  una 
influencia excitatoria directa sobre  las neuronas coliculares ascendentes, y una 






que  conectan  cada  punto  del  NCCI  con  regiones  extensas  de  las  tres 
subdivisiones  del  CI  de  forma  bilateral  (Saldaña  y  Merchán,  1992)  (Figura  2).  
Estos  autores,  tras  inyección  unilateral  en  el  CI  del  trazador  anterógrado 





las  subdivisiones  del  CI,  Saldaña  y  Merchán  (1992)  sugieren  que  las  bandas 
principales deben tener por objeto elaborar la información espectral y temporal 
del sonido, mientras que las bandas externas podrían participar en la integración 
polisensorial.    Malmierca  y  cols.,  (2005),  tras  inyección  unilateral  de  ácido 








del  CI  puede  ser  la  de  modular  el  refinamiento  de  las  respuestas  a  la 
estimulación acústica. También aplicando microinyecciones de ácido kinurénico 
para  inactivar neuronas del CI en rata, Malmierca y cols.,  (2003),   demostraron 
que las proyecciones comisurales influyen en las propiedades de respuesta a las 
frecuencias en las neuronas del CI in vivo.    Se conoce además, que una parte  de 














          El  NCCI  recibe  toda  la  proyección  lemniscal  (Beyerl,  1978;  Druga  y  Syka, 
1984), y envía una proyección directa a la CECI, una proyección ascendente a la 
división  ventral  del  cuerpo  geniculado  medial  del  tálamo,  y  conexiones  
descendentes  a  los  núcleos  del  complejo  olivar  superior  y  núcleos  cocleares 
(Huffman y Henson, 1990). La CECI, por su parte, recibe axones procedentes no 
solo de estructuras auditivas como los NCs y el COS (Loftus y cols., 2004, 2008; 
Cant  y  Benson  2006,  2008),  sino  también  de  estructuras  somatosensoriales 
como el núcleo espinal  trigeminal  (Zhou y Shore, 2006;  Jain y Shore, 2006),  la 
médula espinal (Aitkin y cols., 1978), el núcleo de la columna dorsal (Tokunaga y 
cols., 1984) y los núcleos cuneautus y gracilis (Coleman y Clerici, 1987).  La CECI 
a  su  vez,  proyecta  a  territorios  relacionados  con  la  producción  de  respuestas 
sensorimotoras, a  regiones específicas del  colículo  superior    (Carey y Webster, 





          La  CDCI,  recibe  pocas  proyecciones  directas  de  núcleos  auditivos 
subcoliculares,  la  mayoría  de  sus  conexiones  provienen  de  las  proyecciones 
comisurales  del  CI  contralateral,  de  las  proyecciones  intrínsecas  del  NCCI 
ipsilateral y de  la CECI  (v.s.), y de  las proyecciones descendentes de  la corteza 
auditiva  (Andersen  y  cols.,  1980;  Faye‐Lund  y Osen  1985;  Saldaña  y Merchán, 
1992;  Bajo  y  Moore,  2005;  Sun  y  Wu,  2008).    Esta  subdivisión  proyecta, 
















postura  de  replegamiento  corporal  ‐crouch‐like‐  (Pilz  y  cols.,  1987; Hoffman    y 
cols., 1990).  
 
          En  roedores  el  circuito  neuronal  que media  el  RAS,  está  formado  por  los 
aferentes primarios del nervio auditivo (VIII par craneal), las neuronas de la raíz 
coclear,    el  núcleo  Pontino  Reticular  Caudal  (PnC),  y  las  interneuronas  y 
motoneuronas  espinales  (Davis  y  cols.,  1982; Koch,  1999),  faciales  y  craneales 
(Lee y cols., 1996).  El pequeño número de estaciones de relevo de este circuito, 







le  conoce  como  Inhibición  por  estímulo  previo  (IPP).        La  IPP  tiene  como 
característica que produce una muy  fuerte  inhibición de  la amplitud del  reflejo 




(Hoffman  y  Searle,  1968;  Hoffman  y  Wible,  1970;  Hoffman,  1984;  Li  y  cols., 










(Fendt  y  cols.,  1994,  Koch  y  Schnitzler,  1997;  Fendt,  1999;    Koch,  1999)  se  ha 
propuesto  que  en  la  generación de  la  IPP  está  implicado un  circuito  en  el  que 
interviene el CI, que activa el Colículo superior  (CS) y, éste, a través del núcleo 









cols.,  (2001)    proponen  además  que  la  IPP  debe  estar  regulada  por  circuitos 





de un  circuito  rápido  integrado por el CI  – Núcleo  intercomisural  – CS,    y otro 




respuesta  fundamentalmente      cerebro‐medio/tronco‐encefálica  o  con 
participación de niveles jerárquicos superiores, tales como el tálamo y la corteza.   
En  este  sentido Hunter  y Willot  (1993),  tras  deaferentación  bilateral  de  la  CA, 




del  sonido en  los  fenómenos de gap detection  (Buchtel y Stewart, 1989;  Ison y 
cols.,  1991;  Kelly  y  cols.,  1996;  Bowen  y  cols.,  2003).  Bowen  y  cols.,  (2003) 
comprobaron que   estas alteraciones fueron más evidentes un mes después de 






          Li  y  Yue  (2002)  observaron  que  la  IPP  representa,  no  solo  un  proceso 
protectivo  automático  del  sensorimotor  gating,  sino  también  se  relaciona  con 
procesos  de  atención  selectiva  controlados  por  la  corteza  cerebral.  Por  otra 
parte, en el hombre, diferentes autores han reportado modificaciones tanto del 
RAS como de la IPP en patologías que afectan a la corteza cerebral, tales como 
la  esquizofrenia  o  la  enfermedad  de Huntington  (Lewis,  1997;  Impagnatiello  y 
cols.,  1998;  Benes  y  cols.,  2000;  Koch  y  Robins,  2001;  Callicot  y  cols.,  2003; 
Ishikawa y cols., 2004; Mueller y Miador‐Woodruff, 2004).  
  
          En  resumen,  podríamos  decir  que  la medida  del  RAS/IPP  en  alteraciones 
espontáneas o inducidas de la corteza auditiva es un procedimiento válido para 















síntesis  de  novo  de  proteínas    (Herrera  y  Robertson,  1996),  pueden  ser 
rápidamente activados como una respuesta primaria al desencadenamiento de 
cascadas de señalización  intracelular  (Soloaga y cols., 2003). Se sabe que c‐Fos 
es  una  fosfoproteína  nuclear  que  forma  parte  de  estos  IEG,  y  que  constituye 







más utilizadas para  la  identificación y mapeo anatómico  funcional de células y 
circuitos que  se activan en  respuesta a diferentes estímulos  (Greenberg y Ziff, 
1984; Ceccatelli y cols., 1989; Bullit, 1990). Esto es debido en parte a que c‐Fos 
es  expresado a bajos niveles  en el  cerebro    bajo  condiciones basales,  y,  por  lo 
tanto,  es una técnica de alta sensibilidad para detectar pequeños cambios en la 
actividad  neuronal  (Hughes  y  cols.,  1992).  La  expresión  de  c‐Fos  es,  además, 
inducida  estereotípicamente  en  respuesta  a  diferentes  señales  intracelulares, 
que  incluyen  iones, neurotransmisores  y  factores de  crecimiento;  su  respuesta 
es transitoria y su detección no es complicada (Kovács, 2008).  También existen 
estudios  que  indican  que  la  transcripción  de  factores  Egr‐1  y  c‐Fos  en  las 
neuronas  del  cerebro  de  los  mamíferos  de  los  adultos,  es  un  indicativo  del 
remodelado axo‐dendrítico (Cole y cols., 1989; Rampon y cols., 2000). 
 
          Diversos  autores  han  estudiado  la  expresión  o  el  mapeo  de  c‐Fos  en  el 
sistema  auditivo.  Esta  proteína  se  expresa  en  los  núcleos  cocleares,  tanto  en 
condiciones  basales  como  tras  estimulación  eléctrica  o  con  sonido  (Hillman  y 
cols., 1997, Vischer y cols., 1994, Saito y cols., 1999; Illing y cols., 2002). También 
se ha observado la expresión de ésta proteína en el COS por inmunocitoquímica 
(Adams,  1995‐estimulación  por  sonido),  y  en  el  NDLL  por  hibridación  in  situ 
(Saint‐Marie y cols., 1999‐estimulación por sonido). 
 
           Específicamente  en  el  CI,  la  mayoría  de  autores  que  han  estudiado  la 
expresión de c‐Fos,  han encontrado cambios cualitativos o cuantitativos tras la 
utilización  de  diversos  paradigmas  de  estimulación  acústica  (Nagase  y  cols., 
2000, 2003; Zhang y cols., 2003; Nakamura y cols., 2005; Lu y cols., 2009; Sun y 
cols.,  2009).  Además,  diferentes  autores  coinciden  también  en  que  este 
aumento  es  dependiente  de  la  intensidad  del  estímulo  sonoro  (Sato  y  cols., 
1993;  Adams,  1995;  Brown  y  Liu,  1995),  y  en  particular,  para  nuestro  diseño 
experimental, que c‐Fos es un buen marcador tras estimulación con tonos puros 









          Uno  de  los  paradigmas  experimentales  de  lesión  en  el  que  ha  sido  muy 
utilizado  el  estudio  inmunocitoquímico  de  c‐Fos  en  el  sistema  auditivo  es  la 
estimulación  eléctrica  del  nervio  coclear,  combinada  con  la  ablación  coclear 
(Nakamura y cols., 2003, 2005), o con la inducción de sordera por aplicación de 
sulfato de neomicina (Saito y cols.,   1999; Nagase y cols., 2000, 2003), o tras la 
remoción  del  hueso  del  martillo  (Reisch  y  cols.,  2007).  La  manipulación 
experimental  de  la  vía  auditiva  descendente  y  el  análisis  con  c‐Fos  ha  sido 
abordado  por    Guo    y  cols.,  (2007),  que  estudiaron  sus  variaciones  de 
inmunorreactividad  en  el  cuerpo Geniculado medial  tras  sobreactivación  de  la 
CA por  inyección de bicuculina.   Sun y cols.,  (2007, 2009) realizaron un análisis 














2000,  Zettel  y  cols.,  2001).  Cuando  se  produce  un  fenómeno  de    deprivación 
sensorial en el sistema auditivo, las neuronas afectadas sufren alteraciones en su 
fisiología, morfología y en el metabolismo (Rubel y cols., 1990; Caicedo y cols., 
1997).      Parte  de  estas  alteraciones  neuronales  pueden  ser  producto  del  
incremento de las concentraciones intracelulares de este ión como resultado de 
la  pérdida  de  señales  (Zirpel  y  cols.,  1995,  1998,  2000;  Caicedo  y  cols.,  1997; 
Stack y Code, 2000; Fuentes Santamaría y cols., 2003; Alvarado y cols., 2005).   
 
          Muchas  formas  de  plasticidad  sináptica  expresada  en  el  sistema  nervioso 
central dependen inicialmente del incremento intracelular del Ca2+, que funciona 
como un segundo mensajero dependiente de actividad en cambios  sinápticos‐
específicos  (Xia  y  Storm,  2005).    Los  niveles  de  Ca2+  intracelular  son 
determinados por el balance entre  las  reacciones “on” que  introducen este  ión 
en  el  citoplasma  y  de  las  reacciones  “off”  a  través  de  las  cuales  esta  señal  es 
removida  con  los  iones  por  la  acción  combinada  de  tampones,  bombas  e 












tampón, siendo ésta su  función más conocida  (Baimbridge y cols., 1992;  Ikura, 
1996),  pero  también  se  sabe  que  puede  actuar  como  un  Ca2+  modulador  de 
procesos  dependientes  de  Ca2+  (Billing‐Marczak  y  Kuznicki,  1999),  y  como  un 
Ca2+  sensor  (Mockel y Fischer,  1994; Kuznicki y  cols.,  1996; Schurmans y cols., 
1997; Billing‐Marczak  y  cols.,  1999;  Isaacs  y  cols.,  2000). Además,  es  capaz de 
trasladar  una  concentración  de  Ca2+  a  cascadas  de  señalización  intracelular  y  
actuar  como  un  Ca2+  tampón  transportador/rápido,  capaz  de  regular  la 
señalización  de  este  ión  sobre  una  distancia  de  nanómetros  en  los  sitios 
presinápticos  (Edmonds  y  cols.,  2000),  característica  muy  importante  en  un 
sistema de ritmos de descarga tan rápido y preciso como el auditivo. 
 
          El  excesivo  influjo de Calcio o el  lanzamiento de éste desde  los depósitos 
intracelulares pueden elevar la carga del ión hasta que se exceda la capacidad de 
los  mecanismos  Ca2+‐regulatorios.  Lukas  y  Jones  (1994)  describieron  que,  in 
vitro,    las neuronas de la corteza cerebral que contenían CR eran relativamente 
más  resistentes  a  la muerte  celular  inducida  por  excitotoxinas,  que  incluían  la 
aplicación  de  agonistas  de  los  receptores NMDA, Kainato  y  glutamato.    Estos 
resultados soportaron la idea del rol que cumplen las PLC en el mantenimiento 
de la homeostasis del calcio durante períodos de supervivencia tras lesión en los 
que  se  incremente  el  influjo  de  este  ión.    Mientras  que  la  Calbindina  y  la 
Parvalbúmina parecen actuar como tampones del Calcio que se incrementan en 
respuesta al  incremento de los niveles internos del catión (Zettel y cols., 1997), 





          Existen  diversos  estudios  previos  que  indican  que  los  cambios  en  la 
regulación  y  expresión  de  CR  se  relacionan  con  efectos  postlesionales  en  el 
sistema  auditivo  de  los  mamíferos.  Fuentes‐Santamaría  y  cols.,  (2003) 
demostraron  en  hurón,  que  tras  ablación  coclear  unilateral,  se  produce  un 
aumento en la densidad y extensión de los plexos CR inmunorreactivos en el CI 
contralateral a  la  lesión. Por otro  lado,   Zettel y cols.,  (2001), observaron en  la 
CECI,  tras  inducir una  lesión bilateral por  inyección  intracoclear de kanamicina 
en  old  hearing  CBA‐mice,  una  disminución  en  el  número  de  neuronas  CR 
inmunopositivas,  concluyendo  que  la  expresión  de  esta  proteína  puede  estar 
regulada  por  cambios  en  la  actividad  neural.    Por  otro  lado,  es  interesante 















          Los  receptores  ionotrópicos  de  Glutamato  (iGluRs)  son  canales  de  ión 
ligando‐bloqueado  (Dingledine  y  cols.,  1999)  presentes  en  la  membrana 
postsináptica,  que  median  la  mayoría  de  la  neurotransmisión  excitatoria  del 
sistema  nervioso  central,  incluyendo  las  vías  auditivas  (Collingridge  y  Lester, 
1989;  Sewell,  1997;  Parks,  2000).    El  glutamato  es,  además,  el  principal 
neurotransmisor  excitatorio  en  el  CI  (Feliciano  y  Potashner,  1995;  Caicedo  y 
Eybalin, 1999; Helfert y cols., 1999; Parks, 2000;  Faingold, 2002;  Tadros y cols., 
2007).    Se conocen 3 subtipos de iGluRs: Los N‐Methyl‐D‐aspartate‐ NMDA y los 
no‐NMDA  que  son  la  familia  de    los  alpha‐amino‐3‐hydroxy‐5‐methyl‐4‐
isoxazolepropionic acid‐ AMPA y  la  familia de  los Kainatos.     Estas subunidades 
existen  como complejos macromoleculares que  se  combinan en el  ensamblaje 
de  receptores  de  membrana  (Bleakman  y  Lodge,  1998;    Michaelis,  1998; 
Dingledine  y  cols.,  1999; Bigge,  1999). Además,  su biosíntesis  es  regulada por 
cascadas intracelulares de transducción  de diferentes señales (Bigge, 1999).   
 
          Los  receptores  AMPA  (rAMPA)  están  compuestos  por  las  subunidades 
GluR1,  GluR2,  GluR3  y  GluR4  (Seeburg,  1993;  Hollman  y  Heinemann,  1994; 
Westbrook,  1994),  que  ensamblan  receptores  nativos  con  composición 
heteromérica    y  que  contribuyen  al  componente  rápido  de  las  corrientes 
postsinápticas  excitatorias  (Bigge,  1999).  Estos  receptores  muestran  una 
activación,  una  desactivación  y  una  desensibilización  que  ocurre  dentro  del 
rango de  los milisegundos. Por el  contrario,  los  canales  con  receptores NMDA 
(rNMDA),  que  están  compuestos    por  las  subunidades NR1, NR2A‐NR2D y  los 
NR3A‐B, muestran  unas  propiedades  cinéticas más  lentas  (Misra  y  cols.,2000;  
Cull‐Candy  y  cols.,  2001; McIlhinney  y  cols.,  2003).  Todos  los  rNMDA parecen 
funcionar  con  un  ensamblaje  heteromérico  compuesto  por  múltiples 
subunidades NR1 (obligatorio para la actividad del canal) con, al menos, uno de 





                    El  último  grupo  identificado  de  los  iGluRs,  y  por  lo  tanto  los  que 
cuentan con más interrogantes en su estudio, son los receptores kainatos (rKA).  
Estos  receptores  están  compuestos    por  dos  familias  de  subunidades 
relacionadas:  los  GluR5‐7  y  los  KA‐1    y  KA‐2;  cuyos  receptores  nativos  son 
combinaciones  tetraméricas,  posiblemente  de  ambas  combinaciones: 
homoméricos  y  heteroméricos.    La  composición  de  los  rKA  nativos  aún 
permanece  poco  claro.  Se  conoce  que  los  GluR5‐7  pueden  formar  receptores 
homoméricos  funcionales  como  también  en  combinación  con  KA1‐2 








          Cada  uno  de  los  iGluRs  puede  activar  canales  selectivos  a  un  ión‐catión 




          Entre  las  subunidades  de  los  rAMPA  se  conoce  que  es  la  GluR2  la  que 
controla  importantes  propiedades  del  receptor  como  son  la  permeabilidad  al 
Ca2+, la conductancia del canal y su rectificación (Burnashev y cols., 1992; Bowie 
y  Mayer,  1995;  Kamboj  y  cols.,  1995;  Duprat  y  cols.,  2003).  En  condiciones 
fisiológicas,  GluR2 es expresado ampliamente en el Sistema Nervioso Central, y 




lesiones  neuropatológicas  que  sugieran  excitotoxicidad  (Jia  y  cols.,  1996; 
Arundine  y  Tymianski,  2003),  planteando  que  la  permeabilidad  al  Ca2+  por  sí 
misma no es un determinante único de vulnerabilidad neurotóxica. Además se 
sabe,  que  el  Calcio  es  un  importante  mensajero  intracelular  que  gobierna 
funciones  celulares  como  la  diferenciación  y  el  crecimiento  celular,  la 
excitabilidad de  la membrana,  la exocitosis y  la actividad sináptica  (Arundine y 
Tymianski,  2003).    Por  lo  tanto,  el mantenimiento de  los niveles  intracelulares 
debe  mantenerse  mediante  mecanismos  bien  ajustados,  ya  que  es  bien 
conocido que un mal funcionamiento o una sobrecarga del sistema que regula la 





Candy  y  cols.,  2001).    Cuatro  combinaciones  diferentes  de  sus  subunidades 
confieren al receptor alta permeabilidad al Ca2+ y muestran diferencias claras en 
la  sensibilidad  al  bloqueo  del  Mg2+  (Monyer  y  cols.,  1994).  Por  tanto,  la 
permeabilidad  depende  de  la  configuración  con  la  subunidad  NR1  de  los 
receptores y cada uno de los 4 tipos de subunidades NR2 (A‐D). Además, cuando 
un  receptor  contiene  la  combinación  de  NR1/NR2  más  NR3,  esta  última 
subunidad  también  puede  suprimir  la  conductancia  unitaria  del  canal  y  la 
relativa permeabilidad al Ca2+ de  los  receptores que  contienen  la  combinación 





















          En  la  actualidad,  los  iGluRs  son  objeto  de  numerosos  estudios,  en  los 
cuales,  se  les  relaciona    directamente  con  la  plasticidad  neuronal, 
principalmente  con  fenómenos  de  plasticidad  homeostática‐  synaptic  scaling 







cols.,  1998;  Wierenga  y  cols.,  2005;  Shepherd  y  cols.,  2006;  Stellwagen  y 
Malenka, 2006),  como  los de  tipo NMDA  (Mu y  cols.,  2003; Rao y Craig,  1997; 
Watt  y  cols.,  2000).      Además  de  la  acumulación  y  el  tráfico  de  estas 
subunidades/receptores    que modulan  los  procesos de plasticidad  sináptica,  la 
plasticidad homeostática también es un fenómeno Calcio‐dependiente,   y bien 
es  conocido  que  los  iGluRs,  principalmente  los  NMDA  y  los  AMPA  (GluR2), 
modulan  parte  de  la  entrada  de  Ca2+  y,  por  consiguiente,  las  variaciones 
intracelulares de este ión (v.s.).  
 





alteración  de  los  genes  que  codifican  las  subunidades  de  los  iGluRs:  AMPA 
(GluR1‐4)  y  NMDA  (NMDA1  y  NMDA2A‐B  en  la  neuronas  del  estriado 
dorsolateral.  Estos  autores  observaron  3  días  postlesión  (pl)  una  leve 
disminución, y a los 15 y 60 días pl un marcado aumento en la expresión de las 
subunidades de los iGluRs.  Kayadjanian y cols., (1996), tras lesión bilateral de la 
corteza  sensorimotora  (CSM)  y  mediante  técnicas  de  hibridación  in  situ 
constataron un aumento en los niveles de rNMDAA2B mRNA, 3 semanas pl, en 
el área del estriado que es diana de la proyección CSM.  Del mismo modo Qü y 
cols.,  (1998)  tras  lesión  por  isquemia  de  parte  de  la  corteza  motora  y 
somatosensorial primaria y secundaria observaron una disminución en los sitios 
de  captación  para  los  radioligandos  [3H]AMPA  y  [3H]Kainato  en  los  núcleos 
talámicos  ventroposterior  medial  y  lateral  del  lado  contralateral  a  la  zona  de 
lesión, con respecto al  lado ipsilateral. Tarazi y cols., (1999) reportaron en rata, 
tras  ablación  unilateral  de  la  corteza  frontal  un  descenso  en  los  núcleos 












          Diversos  autores  han  observado  modificaciones  en  la  expresión  de  los 
iGluRs  en  el  CI  tras  ablación  coclear  (Suneja  y  cols.,  2000; Holt  y  cols.,  2005).  




a  los  niveles  controles.    Para  la  CECI  los  valores  de  estas  subunidades  
permanecieron cerca de los niveles controles, excepto a los 147 días pl, donde se 
observó un descenso del 10%.   Estos autores atribuyen estas oscilaciones a que 
la  población  intracelular  de  los  rAMPA  podría  estar  alterada  por mecanismos 
que  regulan  tanto  la  biosíntesis  como  la  actividad  de  los  mismos.  También 
consideran que el número y/o actividad  de los rAMPA depende de la actividad 
del nervio, en este caso abolida por la ablación coclear, y que estos cambios eran 
transitorios,  pues  se  recuperaron  hasta  alcanzar    los  niveles  de  los  controles.  
Holt  y  cols.,  (2005),  tras  lesión  bilateral  de  la  cóclea  en  ratas,  y  utilizando 





fueron menores  para  los  90  días  que  para  los  3  y  21  días.  Realizaron  además 










          Actualmente,  la  palabra  Plasticidad  sin  adjetivo  que  la  acompañe  es  un 
término  ambiguo  con  múltiples  acepciones,  que  es  aplicable  para  analizar  y 
comprender  diversos  paradigmas  experimentales  en  Neurociencia  (Calford, 
2002).  Se define  en general, como  la capacidad intrínseca del sistema nervioso 
de variar de manera activa o dinámica su estructura, organización y/ó  función, 
en  respuesta  a  circunstancias  cambiantes,  tales  como  las  derivadas  del 










término  en  1890,    y  definió    este  fenómeno    como  los  cambios  en  las  vías 
nerviosas  asociadas  con el  establecimiento de hábitos.   Cercano a esta época, 
Eugenio Tanzi (1893) propuso las articulaciones entre las neuronas como posible 
origen  de  la  plasticidad  neuronal.  Ernesto  Lugaro  (1898,  1906,  1909),  fue    el 
primero  en  relacionar  la  plasticidad  neuronal  con  la  plasticidad  sináptica  y 
Santiago Ramón y Cajal (1894 a,b), el encargado de establecer que la plasticidad 







al menos  para  algunos  sistemas  (cortezas  primarias  sensoriales),  se mantiene 
una dinámica de cambios tras estímulo que es alta, incluso en la madurez (Hess, 
2004).    Concretamente,  en  el  sistema  auditivo,  se  han  demostrado  cambios 
plásticos  en  animales  adultos  tras  la  utilización  de  numerosos  paradigmas 
experimentales  (principalmente  referidos  al  análisis  espectral  ‐frequency 
tunning‐ y la tonotopía –tonotopicity‐) en diferentes estaciones de la vía auditiva 
(Irvine y cols., 2006; Keuroghlian y Knudsen, 2007).  Esta Plasticidad, en el SNC 
de  los  mamíferos  maduros,  es  a  menudo  inducida  por  alteraciones  en  la 
actividad  neuronal.    Esta  respuesta  llamada  “plasticidad  dependiente  de 




          Los  mecanismos  celulares  que  están  envueltos  en  los  fenómenos  de 
plasticidad  cerebral,  han  sido  descritos  principalmente  en  modelos  animales.  
Algunos  de  estos  corresponden  a  modificaciones  funcionales  en  los  circuitos 
cerebrales  (unmasking,  existing  synapsis,  releasing  inhibition)  y  otros 




considerarse  incluidas  en  el  término  de  plasticidad,  principalmente  cuando  se 
trata  de  un  efecto  pasivo  producto  solamente  de  la  deprivación  o  alteración 















Estos  fenómenos  homeostáticos,  aparecen  como  respuesta  a  cambios  en  el 
ambiente  intracelular o extracelular,  y buscan a  través de cambios en diversos 
parámetros  fisiológicos,  recuperar  el  equilibrio  de  una  forma  dinámica  y 




neuronas    en  redes,  y  se ha puesto  en  relación  con el  concepto de plasticidad 
Hebbiana.  De  este  modo,  podría  afirmarse,  que  estos  dos  mecanismos:  la 
plasticidad Hebbiana  y  la  plasticidad Homeostática,  actúan de  forma opuesta, 
ya  que  la  primera    es  considerada  como  un  fenómeno  de  retroalimentación 
positiva,  es  decir  su  objetivo  es  que  las  neuronas  respondan  de  una  forma 
determinada  (excitación  o  inhibición)  de  manera  indefinida,  mientras  que  la 
segunda, es considerada un mecanismo de retroalimentación negativa, porque 
fija  un  nivel  de  actividad    (set  point  level)  que  debe  ser  alcanzado  a  través  de 




          La  plasticidad  Hebbiana  se  basa  en  el  postulado  de  Hebb  (1949),  que 
propone, que cuando una neurona toma parte repetidamente en la activación de 
otra  neurona,  la  eficacia  de  las  conexiones  entre  ambas  se  incrementa.  La 
plasticidad Hebbiana, en la forma de potenciación (long‐term potentiation LTP) y 
depresión  a  largo  plazo  (long‐term  depression  LTD),  provee  algunas  bases 
importantes  para    los  modelos  de  memoria  y  aprendizaje  (Abbot  y  Nelson, 
2000). Actuando independientemente en cada sinápsis, la plasticidad Hebbiana 
es muy potente, pero  también genera problemas de estabilidad  (Miller,  1996).  
Así, se conoce que sus procesos de retroalimentación‐positiva, influencian a las 
neuronas  haciendo  las  sinapsis  que  son  efectivas  aún  más  efectivas,  y  a  las 
menos  efectivas  aún más  débiles.    En  conjunto,  estos  fenómenos,  que  son  la 
base de la plasticidad Hebbiana, tienden a desestabilizar la velocidad de disparo 
postsináptico reduciéndola a cero o  incrementándola excesivamente  (Abbott y 
Nelson,  2000;  van Rossum y Turrigiano,  2000).    La  actividad generada por  los 
fenómenos  de  LTP  y  LTD  está  regulada,  a  la  vez,  por mecanismos  de  control 
homeostáticos destinados a mantener una actividad neuronal dentro de rangos 
fisiológicos (Bliem y cols., 2008). En estas mismas neuronas,  se pueden producir 
simultáneamente  los  mecanismos  hebbianos  y  los  fenómenos  de  plasticidad 
homeostática, que  son mucho más  lentos, pero más perdurables en el  tiempo 
(Rabinowitch y Segev, 2006, 2008; Wu y Mel, 2009). 
 
          Uno  de  los  mecanismos  reguladores  propuestos  para  entender  los 
fenómenos de plasticidad homeostática, son la variación del número de sinápsis, 
o los cambios en la eficacia de las mismas (strenght). Es por lo tanto, en el fondo, 










y  demás  elementos  implicados  en  el  mantenimiento  de  las  propiedades 
bioeléctricas).  Estos  mecanismos  se  sitúan  dentro  de  un  rango  operacional 
óptimo  (set‐point  level),  en  orden  de  modular  la  eficacia  de  la  integración 
dendrítica  (Turrigiano,  1999).  De  esta  forma,  las  neuronas  pueden  medir  los 
cambios  en  su  propia  velocidad  de  disparo,    y  escalar  globalmente  el  peso 









Así,  su  éxito depende, de poder  implementar  cambios  en:  la  eficacia  sináptica 
(synaptic  scaling)  (Turrigiano  y  Nelson.,  2004;  Davis,  2006),  en  el  número  de 
sinápsis  y  dendritas  (Kirov  y  Harris,  1999;  Wieringa  y  cols.,  2006);    en  la 
expresión  de  receptores  excitatorios‐  AMPA  y  NMDA  ,  e  inhibitorios‐  GABA 
(quantal  scaling)    (Watt  y  cols.,  2000;  Turrigiano  y  Nelson,  2004;  Franks  e 
Isaacson,  2005; Pérez‐Otaño  y  cols.,  2005);  en  la  cantidad de neurotransmisor 
liberado por las vesículas (Murthy y cols., 2001);  en la sensibilidad postsináptica 




          Para  mantener  los  niveles  de  actividad  eléctrica  dentro  de  los  rangos 
óptimos  (set  point  level),  la  neurona utiliza monitores  o  sensores de  actividad, 
uno de  los más  importantes  es  la  señalización Ca2+‐dependiente.    LeMasson y 
cols.,  (1993) crearon un modelo neuronal en el que  la máxima conductancia de 
los canales  iónicos, dependía de  las concentraciones  intracelulares de este  ión. 
Cuando  se  llevó  este  modelo  a  la  máxima  conductancia  dependiente  de 
actividad,  el modelo  se  comportó  variando  su  conductancia  para mantener  el 
rango de actividad tras la perturbación.  Para activar procesos de homeostáticos, 
las neuronas tienen la capacidad de crecer, cambiar de forma y variar el número 
de  sinápsis  establecidas,  lo  que  implica  un  constante  recambio  de  canales 
iónicos  que  determinan  propiedades  eléctricas  de  disparo  de  novo  de  las 
neuronas  (Turrigiano,  1999).  Estas  propiedades  de  disparo  de  las  neuronas, 
dependen  a  la  vez  de  señales  intracelulares  como  la  concentración  de  Calcio 
(v.s.).    Así,  cuando  la  concentración  de  Ca2+  disminuye,  la  conductancia  se 
modifica para incrementar el disparo, aumentando de este modo los niveles de 



















FIGURA  3.    Modificación  del  balance  de  corrientes  de  entrada  y  salida 
dependiente de actividad.   






su  disparo  y  llevando  a  la  neurona  nuevamente  (figura  central)  a  unas 
concentraciones óptimas de calcio intracelular.     Por el contrario, si  la actividad 
es  muy  alta  y  las  concentraciones  de  calcio  excenden  el  rango  óptimo,  las 
corrientes  de  entrada  decrecen  y    se  aumentan  las  de  salida  (figura  derecha), 
produciendo un descenso en  la  excitabilidad de  la  neurona  y  ésta  vuelve  a  los 














basan  en  la  capacidad  de  las  neuronas  de  detectar  sus  propios  cambios  en  el 
disparo a través de sensores Ca2+‐dependientes (Thiagarajan y Lindskog, 2005; 






proteínas  de  membrana,  que  conlleven  a  su  vez  a  la  estabilización  de  la 
descarga.  En  resumen,  podríamos  decir  que mediante  estos  mecanismos,  los 





del  SNC  (Toga  y  Mazziotta,  2002).        Específicamente,  dentro  del  sistema 
auditivo,  diversos  estudios  han  demostrado  que  tras  estimulación  eléctrica  o 
inactivación  de  las  cortezas,  se  producen  cambios  en  las  respuestas 
electrofisiológicas de las neuronas auditivas corticales y subcorticales, debidos a 




          Se  conoce  que,  tras  ablación  coclear,  el  balance  entre  la  inhibición  y  la 
excitación  en  la  respuesta  de  las  neuronas  del  CI  se  ve  alterado  (Holt  y  cols., 
2005).  Podríamos  concluir,  que  existen  datos  suficientes  para  determinar  que 
este disbalance en el CI, produce   variaciones en  la synaptic strenght,  inhibitory 
strength y en las respuestas evocadas (Bledsoe y cols., 1995; Wang y cols., 1996; 
Mossop  y  cols.,  2000;  Vale  y  Sanes,  2002),    asociados  con  cambios  en  los 
aminoácidos excitatorios e  inhibitorios y en sus receptores. En este sentido, se 
han  descrito modificaciones  sustanciales  en  la  producción  (Raza  y  cols.,  1994; 
Milbrandt  y  cols.,  2000;  Mossop  y  cols.,  2000),  en  el  lanzamiento  de  GABA 
(Bledsoe y cols., 1995; Caspary y cols., 1995), y  en sus receptores postsinápticos 
(Caspary  y  cols.,  1995;  Milbrandt  y  cols.,  2000;  Vale  y  Sanes,  2000).  Por  otra 
parte, el mantenimiento de este balance entre  señales excitatorias/inhibitorias 













          En Ratas adultas,  tras  lesiones de  la corteza auditiva, ha sido demostrado  
procesos de recuperación  funcional a  largo plazo en el CI  (Druga y Syka, 2001; 
Bowen  y  cols.,  2003;  Rybalko  y  cols.,  2006;  Clarkson  y  cols.,  2009).  En  este 
sentido, Druga y Syka  (2001),  tras ablación unilateral de  la CA observaron una 
disminución  en  la  tinción  para  NADPH‐diaforasa  en  las  neuronas  y  en  el 
neuropilo de  las cortezas del CI.   Estos autores  indicaron que sus resultados se 
podrían  relacionar  con  la  abolición  de  la  influencia  glutamatérgica 
corticocolicular  y  de  las  vías  comisurales,  sugiriendo  que  el  descenso    de  esta 
enzima perteneciente a la ruta del óxido nítrico, se  debe a cambios adaptativos 
en  los circuitos del CI. Por otra parte, la potencial reparación de estos circuitos 
de  la  Pcc  ha  sido  puesta  en  evidencia  por  Bowen  y  cols.,  (2003)  que 
comprobaron  que  tras  lesión  cortical  bilateral,  se  produce  una  recuperación 
espontánea de  la  respuesta de  las neuronas del CI  (temporal  acuity,  thresholds 





(2009)  describen  tras  ablación  cortical  auditiva  unilateral,  una  disminución 
marcada  en  las  respuestas  de  los  Auditory  Brainstem  Responses  y  del  Reflejo 
Auditivo  del  Sobresalto/Inhibición  por  estímulo  previo,  a  los  15  días  pl  y  una 
recuperación parcial de esta respuesta a los 90 días pl. 
 
          En  resumen  existen  estudios  previos  que  permiten  considerar  que  la 
ablación de  la corteza cerebral auditiva  induce cambios  lesionales y reparación 
en  los diferentes núcleos de  la vía y más en particular en el CI.   Este núcleo es 
una  estación  de  relevo  obligatoria  para  las  vías  auditivas  ascendentes  y 
descendentes  y  es  además,  un  lugar  de  convergencia  de  proyecciones. 
Siguiendo los postulados de la adaptación  homeostática (v.s.),  la inducción de 
un  desequilibrio  en  el  balance  de  excitación  e  inhibición  en  este  núcleo 
producido por  la pérdida parcial de la Pcc  ocasionará  la inactivación funcional 
de la vía auditiva de manera temporal. Así, la tendencia a la compensación post‐
lesional  en  el  CI,  produce  en  el  tiempo  variaciones  en  los  receptores 












































































































posibles  fenómenos,  por  la  alteración  de  los  receptores  de  glutamato.  Los 
cambios  tras  deaferentación,  de  los  receptores  ionotrópicos  de  glutamato 
inducen alteraciones en el balance de calcio de las células afectadas que activan 
proteínas  tamponadoras  y  rutas  de  señalización  que  regulan  la  síntesis  y  el 








o Conocer  el  estado  de  la  regulación  de  los  receptores  ionotrópicos  de 
glutamato  en  el  Colículo  Inferior  tras  la  ablación  parcial  de  la  Corteza 
Auditiva y su evolución en el tiempo 
 
o Analizar  los cambios en  la  regulación del calcio  intracelular mediante el 















































































































proyección corticocolicular, utilizamos en esta  investigación,    115  ratas Wistar, 
macho (grupos controles y experimentales), con un peso inicial entre 220 y 260 

















































































































































lesión CA –izq  15 días  qPCR  • Cuantificación 
• t‐Student 
22  6  lesión CA –izq  90 días  qPCR  • Cuantificación 
• t‐Student 

























          Los animales de  los grupos  lesionados  fueron deprivados de alimentos en 
las 8 horas previas a la cirugía y, a continuación, se anestesiaron profundamente 
(vía  intramuscular)  con  una  mezcla  de  clorhidrato  de  Ketamina  (30  mg/Kg, 
Imalgene®  1000,  Rhone  Méreuse,  Lyon,  Francia)  y  clorhidrato  de  Xilacina  (5 
mg/Kg  Rompún®,  Bayer,  Leverkusen,  Alemania).    Los  animales  se  colocaron 
sobre  una  manta  térmica  con  el  fin  de  mantener  una  temperatura  corporal 
constante  y  se  comprobó  su  arreflexia  tras  la  anestesia.    A  continuación,    se 
fijaron en el aparato estereotáxico para animales pequeños  (#900, David Kopf 






povidona  yodada,  en  donde  se  expuso  la  superficie  craneal  a  través  de  una 
incisión en la línea media.  Se procedió a  retirar el tejido fibroso subyacente y  a 
desinsertar parte de los músculos temporales y masticatorios del lado izquierdo.  
A  continuación,  y  utilizando  un  micromanipulador  estereotáxico  (SM  11, 
Narishige,  Tokio,  Japón)  se  corroboró  la  posición  de  cráneo  plano  (Paxinos  y 
Watson,  2005)  en  cada uno de  los  animales  fijados,  buscando  la  concordancia 
entre  el  punto  cero  de  la  punta  de  la  micropipeta  (ajustada  al 
micromanipulador),  con  el  punto  Lambda‐  referencia  cráneo‐métrica,  cero 
interaural,  utilizada  para  la  localización  de  las  coordenadas  estereotáxicas 
(Figura 4). 
 
          Con  la guía del micromanipulador,  se marcaron en  la  superficie del hueso 
temporal,    6  coordenadas  estereotáxicas:  3  anteroposteriores  y  3  laterales 
(Paxinos and Watson, 2005) (Figura 4),  que delimitaron un rectángulo guía para 
la  apertura  de  una  ventana  ósea  (eje  dorso‐ventral:  3 mm y  eje  rostro‐caudal: 
2mm).    A  continuación,  las  meninges  fueron  seccionadas  y  se  procedió  a  la 
aspiración suave y controlada de las cortezas auditivas, irrigando todo el proceso 
quirúrgico  con  solución  salina  fría.    Tras  la  aspiración,  se  colocó  en  la  zona 
lesionada un hemostático absorbible y  se posicionó nuevamente el  rectángulo 
óseo que cubría la zona.  Para finalizar, se unieron los bordes de la incisión en el 
escalpo  con  grapas  quirúrgicas  y  se  colocó  sobre  la  herida  un  microbicida 
antiséptico.   
 
          El  proceso  de  recuperación  postquirúrgico  de  los  animales  fue 
monitorizado  constantemente,  colocándolos  cerca  de  una  fuente  de  calor  y 










coordenadas  estereotáxicas  para  las  cortezas  auditivas  (A)  y  no  auditivas  (B), 




















únicamente  la  posición  de  la  ventana  ósea  que  delimitó  la  zona  de  aspiración 
(Figura  4B),    y  que  se  ajustaron  a  zonas  no  auditivas:  las  coordenadas 








experimentales,  en  comparación  con  las  coordenadas  estereotáxicas 
establecidas  por  Paxinos  y  Watson  (2005),  para  los  límites  de  las  cortezas 
auditivas,  dos  animales    lesionados  (Grupo  1,  Tabla  Nº1)  recibieron,  10  días 
previos al sacrificio, una inyección de Dextrano biotinado  al 10% (BDA),  en las 









se  marcaron  (por  penetración  en  el  tejido)  los  puntos  Lambda  y  Bregma. 
Igualmente se  insertaron dos agujas en  la corteza parietal, situándolas a 1 mm 
de  distancia  entre  ellas,  para  realizar  posteriormente  el  cálculo  del  índice  de 
retracción de los tejidos. 
 
          En  estos  animales  se  realizaron  los  procesos  de  fijación,  corte  e 






          Todos  los  animales  destinados  para  el  estudio  de  la  RT‐PCR 
(semicuantitativa y cuantitativa) de  los receptores  ionotrópicos de glutamato y 
estudios  génicos  de MicroArrays,  recibieron  una  sobredosis  con  Pentobarbital 












Microfotografías  que  ilustran  el  proceso  de  construcción  de  un  mapa  de 
referencias citoarquitecturales  para la localización de las lesiones corticales.  (A) 
Los  límites  entre  las  diferentes  áreas  corticales  fueron  determinados  por 
comparación  entre  secciones  seriadas  teñidas  alternativamente  para  SMI‐32  y 
Nissl.    Los  patrones  citoarquitecturales  de  la  corteza  auditiva  y  las  cortezas 
adyacentes (somatosensorial y visual) son ilustrados en un nivel caudal y en uno 
rostral.    Nótese  además  que  es  posible  distinguir  las  distintas  capas  que 
conforman estas regiones.  (B) Microfotografías de tres secciones seriadas de un 
caso del grupo 1 (Tabla Nº 1),  inmunoteñido para SMI‐32, en donde se observa 
que  las  diferentes  subdivisiones  corticales  pueden  ser  fácilmente  apreciadas.  
Las coordenadas de los límites de la CA y de la fisura rinal fueron transferidas a 
un  sistema de  coordenadas  cartesianas.    La  inyección en el  límite dorsal  de  la 
corteza auditiva ventral‐lado derecho, produce campos terminales marcados en 
la  corteza  contralateral  (remanente  intacto)  y  en  el  geniculado  medial  del 

























decapitados  y  los  cerebros  fueron  extraídos  cuidadosamente  del  cráneo, 
irrigando  continuamente  el  tejido  durante  todo  el  procedimiento  con  una 
solución  de  Krebs  (imitando  el  medio  fisiológico).    Como  siguiente  paso,  los 






Biomédicas  “Alberto  Sols”,  en  el  Servicio  de  Evaluación  Neurofuncional  no 
Invasiva, con el objetivo de valorar cuantitativamente la funcionalidad de las vías 
auditivas.  Con  estas  pruebas  se  analizaron  principalmente  dos  parámetros:  el 
umbral  auditivo,  y  la  velocidad  de  conducción  del  estímulo  sonoro.  En  este 
estudio,  se  utilizaron  dos  tipos  de  estímulos  sonoros  diferentes:  clicks  y  tonos 
puros.  
 
          Las mediciones  fueron realizadas en  los animales de  los grupos 2 y 3, n=8 
(Tabla 1) en dos ocasiones, la primera, cuando el grupo 3 cumplió los 15 días de 
supervivencia  pl,  y  la  segunda  vez,  cuando  el  grupo  3  cumplió  90  días  de 
supervivencia  pl  (estudio  longitudinal).  Cada  uno  de  los  especímenes  fueron 
colocados bajo anestesia (ketamina 75 mg/kg y medetomidina 0.5 mg/kg), en el 
interior  de  una  caja  de  registro  sonoamortiguada  dotada  con  un  sistema  de 
mantenimiento  para  la  temperatura  corporal  y  un  transductor  electroacústico 
(tweeter).  Para  la  obtención  de  los  potenciales  bioeléctricos  se  empleó  una 
estación  de  trabajo  de  potenciales  evocados  auditivos  (Tucker  Davis 
Technologies,  Alachua  FL,  EEUU).    Las  señales  auditivas  fueron  generadas 
utilizando el programa SigGeRP™  (Tucker‐Davis™ Technologies,  FL, EEUU),  y  
los  estímulos  sonoros  además,  fueron  calibrados  utilizando  el  programa 
analizador SigCal™ (Tucker‐Davis™ Technologies, FL, EEUU)y un micrófono ¼ 
pulgada  (ACO  Pacifics,Belmont,  CA,  EEUU).Los  tres  electrodos  de  registro 





















un  pulso  calculado  desde  el  RP2  hasta  el  inicio  del  estímulo.    Los  umbrales 
auditivos  para  cada  animal  fueron  determinados  reduciendo  gradualmente  la 
intensidad  del  estímulo  en  10  dB,  hasta  que  no  se  registraron  respuestas 
apropiadas.   Como siguiente paso, la intensidad del estímulo fue incrementada 
gradualmente  en  5  o  10  dB  hasta  que  la  respuesta  pudo  ser  identificada 
nuevamente.   De esta forma, el umbral lo definimos como la menor intensidad 
en  la  aparecían    respuestas  latency‐appropriate  con  una  amplitud  mayor  a  la 
media del ruido de fondo +2 la desviación estándar. 
 
          Las  respuestas  de  los  especímenes  fueron  analizadas  utilizando  el 
programa BioSigRP™  (Tucker‐Davis™  Technologies,  FL,  EEUU).  Al  finalizar  el 








deaferentación de  la  proyección  corticocolicular,    evaluamos    estas  reacciones 
tanto  en    animales  experimentales  (lesiones  en  corteza  auditiva  y  lesiones  en 
regiones  no  auditivas),  como  en  casos  controles,  a  diferentes  tiempos  de 
supervivencia postlesión: 15, 90 y 180 días  (estudio  longitudinal).   Las sesiones 






















          En  cada  una  de  las  sesiones,  se  le  permitió  al  animal    un  período  de 
aclimatación (5 min), bajo un ruido blanco de fondo (60 dB SPL).  A este periodo 
de aclimatación le siguieron 64 estímulos auditivos por sesión, al azar y según un 




tres  intensidades  diferentes  (65,  70  y  80  dB NP)  (Figura  6).  El movimiento del 
animal  al  sobresaltarse  por  los  estímulos  acústicos  fue  recogido    por  un 
acelerómetro  piezoeléctrico  colocado  debajo  del  tubo  de  plexiglás,  y  cuyas 
vibraciones  registradas  por  el  sobresalto  del  animal,  fueron  convertidas  en 
señales eléctricas análogas, que se tradujeron gracias a un programa del sistema 


















          Los  datos  provenientes  de  la  evaluación  del  RAS/IPP  se  analizaron 
empleando  el  programa  estadístico    SPSS  15.0  (Modelos  lineales  generales, 
multivariantes  y  univariantes)  y,  utilizando  la  prueba  de  Games‐Howell,  se 
realizó  el  análisis  de  la  varianza  para  muestras  independientes  con  el  fin  de 
establecer  comparaciones  entre  los  parámetros del RAS/IPP de    los diferentes 
grupos estudiados. Los datos cuantitativos en todos los casos que se mostrarán 






















































los  animales  fueron  estimulados  con  sonido  éstos  permanecieron  bajo 
anestesia, utilizando Uretano al 20% (1.5 g/kg vía intraperitoneal). Los animales 
se colocaron en jaulas  individuales suspendidas dentro de una pequeña caja de 
exposición de sonido sin  lados paralelos construida en nuestro  taller  siguiendo 
los postulados de Yoshida y cols., (2000).  El estímulo acústico fue generado por 
una  fuente  de  ruido  hecha  a medida,  la  señal  sonora  fue  amplificada,  y  luego 
emitida por cuatro altavoces de campo abierto  (Mac Audio Electronic GmbH & 
Co. KG, Alemania) colocados en las paredes de la caja de sonido. Los niveles de 
exposición  sonora  se  midieron  dentro  de  la  caja,  antes  y  después  de  cada 














          Tras  el  proceso de  estimulación  auditiva,  los  animales  se mantuvieron  en 
reposo  y  sin  ningún  tipo  de  estimulación  sonora  durante  100  minutos.  
























          Se realizó una apertura de  la   caja torácica,   procediéndose a    la perfusión  
transcardíaca    (vía  Aorta),    y    por    flujo  constante,  de  300 ml  de  una  solución 
buffer de lavado (Ringer  con pH 6.9  a  36ºC, que  contenía  Heparina al 0.01%);  





          Después  del  proceso  de  fijación,  los  animales  fueron  decapitados  y  los 
cerebros  fueron  extraídos  delicadamente  del  cráneo.    Estos  cerebros,  previa 
retirada de  las meninges,  fueron  colocados en moldes para  ratas de 200‐400g 
(Brain matrix rodent, Bionalaytical Systems, Inc, West Lafayette, IN, EEUU) que 
nos permitieron tener una visión sagital y coronal estándar de los cerebros.   Se 
tomaron fotografías de  los cerebros enteros  lesionados, en  los planos sagital y 
coronal,  junto  a    una    escala  de  referencia  y  utilizando  una  cámara  digital 
Olympus CAMEDIA, C‐5060 Wide zoom 4x, 5.1 MP y CCD: 1/1.8. 
 
          A  continuación,  los  cerebros  fueron  tallados en el molde  coronal  (ranuras 
de  1  mm)  buscando  obtener  planos  de  corte  semejantes  en  todos  los  casos 
experimentales.    Además,  paradeterminar  correctamente  la  posición  de  las 




de  la  perfusión,  conservándose  dos  horas  para  su  post‐fijación.    Pasado  este 




          Los  bloques  de  cerebro  fueron  cortados  utilizando  un  microtomo  de 
congelación  (HM  430    Sliding, MICROM    International, Walldorf,  Alemania),  y  
empleando  un  plano  coronal  estándar  se  obtuvieron  secciones  histológicas 














          Para reconocer  los  límites citoarquitecturales de  las cortezas auditivas,  las 
secciones  seriadas  de  los  casos  experimentales  (grupo  1,  Tabla  N°  1)  se 
inmunotiñeron  de  forma  alternativa  con  anticuerpos  contra  Neurofilament 
Heavy (SMI‐32), Calretinina (CR), y tinción de Nissl.   Además, para confeccionar 
un  mapa  cortical  auditivo  para  la  ubicación  de  las  lesiones  (v.i.),  se  utilizó  el 
trazador neuroanatómico Dextrano biotinado (BDA).  En los casos de los grupos 
6‐9 (Tabla N° 1), las secciones fueron teñidas alternadamente con un anticuerpo 
contra  c‐Fos  y  tinción de Nissl, mientras  que  en  los  casos  de  los  grupos  10‐14 
(Tabla  N°  1),  las  secciones  se  tiñeron  de  forma  alternativa  con  un  anticuerpo 








M,  pH  8.0    (2x15 min)  e  incubadas  durante  180 minutos  en  el  complejo  ABC 
(Avidin  Biotin  Peroxidase,  Vectastain  Standard  ABC  Kit;  Vector  laboratorios, 
Burling, CA, EEUU). A continuación, se  lavaron nuevamente los cortes con una 
solución que contenía TBS (0.05M) y Tritón Tx‐100 (0.5%) ‐TBS‐Tx,  pH 8.0  (2x15 
min)  y  con Tris  (hidroximetil)  aminometano más ácido  clorhídrico    (Tris‐HCl)  a 
pH  8.0  (2x15  min).    Luego  de  la  incubación  y  los  lavados  de  las  secciones 







SMI‐32  se  llevó  a  cabo  el  protocolo  que  se  detalla  en  la  Tabla  Nº  2.A 
continuación,  las  secciones  histológicas  fueron  montadas  sobre  portaobjetos 
gelatinizados  0.2%,  en  una  solución  tamponada  de  Tris‐HCl  (0.05  M,  pH  8), 
colocadas  sobre  una  estufa    a    35ºC    durante      48  horas    y      luego      fueron  
deshidratadas.   Los portaobjetos fueron cubiertos (cubreobjetos) y sellados con 
un  medio  de  montaje‐  Entellan®Neu.La  omisión  del  anticuerpo  primario  en 



































































































































para el anticuerpo SMI‐32.   Sólamente se modificaron  los  tipos de anticuerpos 
(primario y secundario).   El protocolo que seguimos se detalla en la Tabla Nº 3. 
También  se  describe  en  este  apartado,  los  cuatro  anticuerpos  primarios  de 
diferentes casas comerciales para c‐Fos utilizados en el grupo 6 (n=3, Tabla Nº1). 
 















          Las  secciones histológicas  fueron  teñidas  con Violeta de Cresilo  al  1%  (C‐
1791,  Sigma‐Aldrich,  Inc)  por  al  menos  5  minutos  (hasta  que  las  secciones 






































































































































































































































































































Deshidrataciones  20 seg  Etanol  100% 
1 
 
Diferenciar  30 seg  Cloroformo   
2 
 
Deshidrataciones  30 seg  Etanol  100% 
3 
 




























          Como  esquema‐plantilla    para  representar  cada  una  de  las  lesiones, 
respecto a las subdivisiones citoarquitecturales de la corteza auditiva de la rata,  
se elaboró un mapa de  la superficie lateral temporal del cerebro, utilizando para 
ello  los  casos  controles  con  inyección  del  trazador  BDA,  grupo  1  (Tabla  Nº  1, 
n=2)  y  secciones  seriadas  consecutivas  inmunoteñidas  para  SMI‐32,CRy  Nissl.  
Con  este  fin,  se  identificaron  por microscopía  óptica  en  las  secciones  seriadas 
inmunoteñidas  (v.s.)  los  patrones  citoarquitecturales  característicos  de  las 
cortezas auditivas y las cortezas adyacentes (Figura 5).  Escogimos de todas las 
secciones  seriadas  en  sentido  rostro‐caudal,  las  equivalentes  con  los  niveles 
interaurales:  2.16(1);  2.88(2);  3.36(3);  3.72(4);  4.08(5);  4.56(6);  5.28(7);  5.52(8)  y 
5.76(9)mm ilustradas por Paxinos y Watson (2005).  Se dibujó con cámara clara  el 
contorno de la sustancia gris cortical, y se marcaron con puntos, el lugar exacto 
en  dónde  se  apreciaron  los  cambios  en  lo  patrones  citoarquitecturales,  que 
determinaron   los límites de la CA (Figura 5).   Finalmente, se midió la distancia 
entre cada uno de estos puntos y el centro de  la  fisura  rinal,  trasladando estas 
medidas  a  un  plano  cartesiano  en  cada  una  de  las  secciones  interaurales, 
representadas  por  finas  líneas  verticales  (Figura  7A).    La  plantilla‐esquema 
obtenida tras el análisis de nuestras secciones se comparó con un mapa dibujado 
a partir de los diagramas de las  secciones  del atlas de Paxinos y  Watson (2005)  




          Para  superponer  y  comparar  nuestro mapa  citoarquitectural  de  superficie 
con el de Paxinos y Watson (2005) se calcularon las diferencias de retracción de 
las  secciones  en  cada  caso  experimental.  El  índice  de  retracción  se  dedujo 
seleccionando  5  secciones  histológicas  equivalentes  a  los  niveles  interaurales 
(0.20;  1.00;  1.70;  3.10  y  4.48  mm),  midiendo  en  la  línea  media  de  nuestras 
secciones la distancia comprendida entre el borde más dorsal y el más ventral de 
cada  una  ellas  y  comparando  estas  medidas    con  las  obtenidas    de  idéntica 
forma del atlas (Paxinos y Watson, 2005).  El índice de corrección por retracción 
de las secciones aplicado a la plantilla‐esquema, fue la media de los porcentajes 

















Diagrama que muestra una visión  lateral de  los  límites de  lascortezas auditivas 
aplanadas de la rata, en toda su extensión rostro‐caudal.(A) Utilizando nuestras 
propiassecciones  histológicas  y  nuestro  índice  de  retracción.  (B)Utilizando  los 
valores  estereotáxicos    de  Paxinos  y    Watson,    (2005).      Sobre  el  diagrama 
representado en el  lado izquierdo(A)  localizaremos todaslas lesiones corticales.  



















          En  cada  uno  de  los  casos  lesionados  se  identificaron    las  secciones 
histológicas que contenían los límites rostral y caudal de la zona de lesión y tres 
niveles  intermedios.   En cada una de estas secciones, con previa  identificación 
del  nivel  interaural,  se midió  la  distancia  entre  la  superficie  de  la  corteza  y  el 
borde más  dorsal  de  la  lesión,  la  extensión  de  la  lesión  y  la  distancia  entre  el 
borde ventral de la zona de lesión y el centro de la fisura rinal.  Estas medidas se 
trasladaron  como  puntos  al  plano  de  referencia  antes  citado  y  se  unieron  de 
forma  continua  confeccionando  la  silueta  de  la  lesión.  Estas  siluetas  se  





Finalmente,  y  de  nuevo  para  la  ilustración,  se  tomaron    fotografías  de  las 
superficies  temporales  de  todos  los  casos  lesionados  obtenidas  en  los  Brain 
matrix rodent (v.s.), y con el programa Canvas 11 (ACD Systems Ltd) se escaló la 
foto del cerebro según el índice de retracción de las secciones histológicas (v.s.), 
se  realizó  además  una  segunda  escalada  de  la  fotografía,  para  que  1 mm  del 
esquema‐plantilla fuese igual a 1 mm de la regla de referencia de la fotografía.  A 








         Para  la  cuantificación  de  las  neuronas  inmunorreactivas  para  c‐Fos  se 
aplicaron  técnicas  de  análisis  estereológico,  morfométrico  y    densitométrico, 
sobre  imágenes  (mosaicos  fotográficos)  obtenidas  utilizando  el  programa  de 
Neurolucida  8.0  (Micro  Bright  Field,  Inc,  Vermont,  EEUU),  específicamente  la 
prueba Acquiring virtual slides. Para este fin primero se dibujó el contorno de la 
estructura que  se deseaba  fotografiar, utilizando un objetivo de bajo aumento 
2.5  o  5x,  para  tener  una  visión  más  amplia    y,  a  continuación,  se  pasó  a  un 
objetivo de mayor aumento, en nuestro caso en particular un objetivo de 20x, y 



































Representación  gráfica  de  la  localización  de  todas  las  lesiones  en  cortezas 
auditivas,  organizadas  por  grupos  experimentales,  y  superpuestas  sobre  el 
esquema‐plantilla realizado en nuestras propias secciones, con nuestros propios 
índices de retracción, utilizando los casos del grupo 1, Tabla Nº1, teñidos contra 


























auditivas.      Estas  lesiones    abarcaron  parte  de  las  cortezas  somatosensoriales 
primarias  (S1HL,  S1TR)  y  parte  de  las  cortezas motoras  primaria  y  secundaria 
(M1 y M2).  La principal  línea de orientación en estos casos es  el punto Bregma  
O,  OOmm  (punto),  determinado  por  la  inserción  de  una  aguja  entomológica 




protocolo  al  descrito  para  la  proteína  Calretinina  (v.i.).    Solo  variaron,  tras 
realizar la prueba preliminary population estimates, los parámetros de dimensión 
del recuadro de contaje y de la distancia (X, Y) de la plantilla.  Los parámetros se 










Cortezas Dorsal y Externa  40 x 40  120  120 








Cortezas Dorsal   40 x 40  100  100 
Corteza Externa  40 x 40  95  95 








Cortezas Dorsal   40 x 40  120  120 
Corteza Externa  40 x 40  100  100 





          Se  utilizó  para  estos  análisis  el  programa  Scion  ImageJ  1.40g  (National 
Institutes  of Health).  Se  seleccionaron  en  cada  uno  de  los  casos  de  los  grupos 
experimentales  cuatro  secciones  histológicas  correspondientes  a  los  mismos 








          Para establecer el  rango de  segmentación  se  siluetearon y analizaron 700 
partículas de  los  3 niveles de  corte de  los  animales  controles  con estimulación 
auditiva. Se obtuvieron valores promedios de grises situados entre el  O y 86.8. 
Se procedió a ajustar mediante control por visualización directa de las secciones 
(juicio  del  operador),  los  valores  de  segmentación  en  6  secciones  tomadas 
aleatoriamente, fijando el rango de segmentación final de núcleos coliculares c‐
Fos  positivos  entre  O  y  88.  Con  este  rango  establecido  se  segmentaron  y 
analizaron  todas  las  secciones  en  el  grupo  control  y  en  los  experimentales, 
solicitando al  programa Scion ImageJ 1.40g el análisis del valor medio de grises, 
la desviación estándar y el perímetro de las partículas o núcleos c‐Fos positivos. 





          Para  valorar  si  la  deaferentación  de  la  proyección  corticocolicular,  que 
morfológicamente afecta directamente a  las tres subdivisiones  ipsilaterales y a 
dos  subdivisiones  contralaterales  de  este  núcleo,  realizamos  un  análisis  del 
número de neuronas inmunorreactivas para CR, bilateralmente, en cada una de 
las  tres  subdivisiones  del  CI,  (grupos  10‐14,  n=20,  Tabla  Nº  1).      Para  tal  fin, 
utilizamos el programa Stereoinvestigator 8.0 (Micro Bright Field, Inc, Vermont, 
EEUU),  específicamente  las  pruebas  de  Estimación  preliminar  de  la  población 
(Preliminary population  estimates)  y  la prueba del  Fraccionador Óptico  (Optical 
fractionator). 
 
          Como  primer  paso  se  enumeró,  en  cada  uno  de  los  casos,  el  número  de 
cortes en dirección rostro‐caudal, en donde se apreciaban estructuralmente los 





          El  análisis  estereológico  se  realizó  utilizando  el  programa  de  análisis 
Stereoinvestigator  8.0  (Micro  Bright  Field,  Inc,  Vermont,  EEUU),  que  además 
controla  la  platina  motorizada  Märzhäuser  SCAN‐series  XYZ  para  una 
navegación integrada (3D)  a través de las secciones histológicas, disminuyendo 
los  errores  del  operador.Esta  platina,  a  su  vez,  se  montó  en  un  microscopio 
LEICA  DMRB  que  tenía  incorporado  una  video  cámara  cx  9000 

















registrar el grosor de corte de  las secciones y el grosor real de  las mismas.   De 
esta  forma, primero,  se enumeraron  los  cortes que  incluían el CI,  y  a partir de 
este número calculamos  como periodicidad o intervalo de análisis = 4, es decir, 
se contaron en 1 de cada 4 cortes histológicos las células inmunorreactivas para 
Calretinina.    Estos  cortes  fueron  medidos  con  antelación  variando  el  eje  Z 
(profundidad) con el objetivo x100 en, por lo menos, 3 puntos diferentes de cada 
CI para determinar   el grosor  real de  las  secciones, posterior a  los procesos de 
fijación,  montaje  y  deshidratación,  valor  indispensable  para  la  prueba 
estereológica, además de establecer la zona de guarda o protegida (guard zone), 
que  es  la  región  comprendida  entre  la  parte  superior  de  la  sección  y  la  parte 
superior del recuadro de conteo, y que no se incluye dentro de la profundidad de 




          A  continuación,  recurrimos  a    una  prueba  contenida  en  el  programa 
(Preliminary Population Estimates), que nos ayudó a  establecer las dimensiones 














Cortezas Dorsal y Externa  40 x 40  102,8  122 
Núcleo central   50 x 50  135  135 
 
          En  las  secciones  de  los  casos  estudiados  la  silueta  del  CI  fue  dibujada 
previamente  utilizando  un  dispositivo  de  cámara  clara,  procediendo  a marcar 
dentro  del  contorno  externo  de  la  estructura,  las  tres  subdivisiones 
citoarquitecturales:  corteza dorsal,  corteza externa y núcleo central, utilizando 
como  referencia  secciones  consecutivas  teñidas  con  el  método  de  Nissl.  Los 






utilizando un objetivo  de  5x,  se  dibujaron  los  contornos  de  las  subdivisiones  a 
estimar, utilizando el programa Stereoinvestigator 8.0. 
 
           Las  células  solo  fueron  contadas  como  inmunorreactivas‐positivas  si 
estaban  a  foco  dentro  del  grosor  real  de  la  sección  (exceptuando  la  zona  de 
guarda:  3  µm)  y  si  estaban  dentro  del  recuadro  de  conteo  y  cumplían  con  las 
reglas de conteo  (counting  rules), que  incluyen: que  las partículas estén dentro 
de  la  profundidad  del  foco,  exceptuando  las  zonas  de  guarda,  y  que  ninguna 
parte de  la célula toque  las  líneas prohibidas dentro del cuadro de conteo, que 
son  la  línea  izquierda  y  la  línea  inferior.    Utilizando  estas  simples  reglas,  se 
contaron un mínimo de 250 células inmunorreactivas para CR en cada una de las 
tres  estructuras‐  subdivisiones  del  CI,  utilizando  la  prueba Optical  Fractionator 
(West, y cols., 1991).  
 
           Los  valores  utilizados  para  los  promedios  fueron  los  mostrados  por  el 
Estimated Total by Optical Fractionator.  Además se calculó para cada uno de los 






amplificación de moléculas dianas de mRNA,mediante  la  transcripción  reversa 









Una vez   extraídos  los CI de forma bilateral de  los grupos controles (grupos 15, 
16, 20 y 24 Tabla Nº 1) y de los lesionados (grupos 17‐19, 21‐23, y 25‐26 Tabla Nº 
1), se purificó el RNA total de este tejido utilizando el reactivo TRIZOL® (Gibco 
BRL).  Para  ello,  se  utilizó  500  ml  de  Trizol  por  cada  colículo  inferior,  y  se 
procedió  a  la  homogeneización  del  mismo  mediante  un  homogeneizador 
Brinkmann  Polytron.  Tras  incubar  el  preparado  durante  5  min  a  temperatura 
ambiente,  se  realizó  la  extracción  selectiva  del  RNA  por  separación  de  fases 
mediante  la  adición  de  200  µl  de  cloroformo  por  cada  ml  de  Trizol  y 






se eliminó el  sobrenadante y  se  secó el RNA, y,  finalmente,  se  resuspendió en 













paso  en  el  que  se  realizó  la  amplificación  selectiva  mediante  la  técnica  de  la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR).Para llevar a cabo la síntesis de cDNA 
se  utilizó  el  kit  ImProm‐IITM  Reverse  Transcripción  System  (Promega)  siguiendo 
las  especificaciones del  fabricante.  Inicialmente  se  desnaturalizó por  calor  una 
mezcla de 5 µg de RNA total y 0.5 µg del oligo‐dT a 70°C durante 5 min, tras lo 
cual  se  enfrió  en  hielo.  Esta  reacción  se  añadió  a  una  mezcla  preparada 
previamente  que  contenía  1µl  de  transcriptasa  inversa  ImProm‐IITM,  4  ml  de 
buffer 5 x ImProm‐IITM, MgCl2 2 mM, una mezcla de dNTP (desoxinucleótidos tri‐
fosfato)  0.5  mM,  20  U  del  inhibidor  de  ribonucleasas  Recombinant  RNasin®  y 
agua libre de RNasas (ddH2O tratada con DEPC) hasta un volumen final de 15µl. 
La reacción se sometió durante 5 min a 25°C, para que el cebador se anillara con 




          A  continuación  se  realizaron  distintas  reacciones  en  cadena  de  la 




de  cada  reacción.  En  todas  las  PCRs  llevadas  a  cabo  siempre  se  realizó  una 
reacción  sin  DNA  molde  como  control  negativo.  Asimismo,  como  control 
interno  de  la  cantidad  de  cDNA  empleada  en  las  PCRs,  se  amplificó  por  PCR 
parte  del  cDNA  correspondiente  al  gen  de  la  β‐Actina  (GenBank  Nº 
NM_031144),  el  cual  se  expresa  constitutivamente  y  a  niveles  de  expresión 




















AMPA                 
GluR 1 
NM_031608  TTCTGCACCGGTTTTCTAGG  219‐238  CGCATGTTCCTGTGATTGTT  298‐317  99  60  * 
GluR 2  NM_017261  CGGCAGCTCAGCTAAAAACT  173‐192  TTGTAGCTGGTGGCTGTTGA  243‐262  90  60   
GluR3  NM_032990  ATTGCTGATGGTGCAATGAC  2834‐2853  TTTGCATTGTCGCAAGTCTC  2909‐2928  95  53   
GluR4  NM_017263  GGCAGAGCCGTCTGTGTTCA  2255‐2275  CAGGGCTTTCGCTGCTCAAT  2361‐2380  126  53   
NMDA                 
NR1  NM_017010  TGGCACCACTGACCATCAAC 1806‐1825  TCCAGTGTGCTCCTGGGAAT 1901‐1920  115  60  * 
NR2A  NM_012573  TCAAGGACAGGGAACGGCTA 4160‐4179  AGGATTATCGGAGGCGTGGT 4301‐4320  161  60   
NR2B  NM_012574  GCAAGCTTCCGTCATGCTCA 806‐825  CCAGCCCACGAAGCTGTTCT 922‐941  136  58   
NR2C  NM_012575  CGGATCTCACCGCAGACTCA 3206‐3225  CGGTTGTTGCCCCAGTTCTC 3322‐3341  136  58   
NR2D  NM_022797  GCCATCGGCTCTCTCACCAT 2336‐2355  AGGAAGGCAGAGGGGGACAC 2444‐2463  128  58   
















NR3B  NM_133308  GCTTGTGGCTCAGGCACTCA 969‐990  GTTGCCTCAGATCCGCCTGT 1057‐1076  108  58   
Kainato                 
GluR5  NM_017241  GGGGAATGGAATGGGATGGT 1718‐1737  CAGGGTCATGAAGGGCTTGG 1821‐1840  123  58   
GluR6  NM_019309  CTGAGCTCATGCCCAAAGCA 2171‐2191  CGACTCCATGCGTTCCACAG 2279‐2298  128  60  * 
GluR7  NM_181373  ACTCCGCAAGACAGCGGAAC 2672‐2693  GGAGGCTGTGGCTTGTGCTT 2803‐2822  111  58   
GluRd1  NM_024378  CACCGCATCTCTTCCCTGCT 1034‐1053  TCCGGTCTTCCAGCTTCCTG 1144‐1164  130  58   






El  programa  de  amplificación  de  las  PCRs  constó  de  un  primer  paso  de 
desnaturalización  inicial  (1  ciclo  a  95ºC  durante  5  min.),  seguido  de  una 
desnaturalización a 95ºC durante 30 seg, anillamiento a 53‐60ºC  (dependiendo de  la 
pareja de cebadores utilizados) durante 30 seg y una  extensión durante 60 seg (estas 
tres  etapas  se  repitieron  durante  35  ciclos),    finalmente  un  único  ciclo  de  extensión 
final durante 10 min a 72ºC.   
 
Los  productos  de  la  PCR  fueron  sometidos  a  electroforesis  en  geles  de  agarosa 























de  cDNA  de  cada  una  de  las  muestras,  aplicando  el  método  de  SYBR‐Green 
(fluorocromo no específico). Esta molécula actúa intercalándose en el surco menor de 
la doble hélice del DNA, y en esas condiciones la emisión de su fluorescencia (con pico 
máximo a  520 nm),  es  detectada por  el  termociclador,  permitiendo un  seguimiento 
del proceso en tiempo real.A medida que pasan los ciclos, el producto de PCR, y por 
tanto  la  señal  detectada,  aumentan  de  forma  exponencial,  hasta  que  los  reactivos 
comienzan a agotarse o se produce la inhibición por producto final.   
 
          En  nuestros  experimentos,  El  SYBR‐Green  fue  incluido  en  un  Master  Mix  2X 
[tinción  SYBR‐Green,  dNTPs,  la  referencia  pasiva  (ROX),  La  polimerasa 
DNA[AmpliTaq1  Gold]  de  Applied  Biosystems  (Alcobendas,  Madrid,  España).    El 
volumen  final  para  cada  una  de  las  reacciones  fue  de  20‐µl:  10‐µl  de  la  mezcla 
maestra, 0.8 µl para cada oligonucleótido.  Empleando 7.4 µl de agua miliQ y 1 µl de 








60ºC.    Así  mismo,  se  realizó  una  curva  de  disociación  de  los  productos  de  PCR 
obtenidos para determinar su especificidad. 
 
          El  número  de moléculas  de  cDNA  fue  calculado  por  comparación  con  la  curva 
estándar  de  cantidades  conocidas  de  los productos  correspondientes de  la PCR.  
Tres reacciones de PCR fueron realizadas para cada una de las muestras, y cada 
experimento  fue  repetido  en  3  ocasiones.    Se  utilizó  además,  el  gen 








estándar  (SD).      El  nivel  de  expresión  de  los  grupos  lesionados  fue  comparado 





























































































































la  localización de  las  lesiones  siguiendo una metodología basada en el estudio  




afectar  la sustancia blanca subyacente.   Se observaron variaciones,  tanto en  la 
extensión  como  en  la  localización  de  las  lesiones,  pero  la  mayoría  de  ellas 
afectaron ampliamente a  las cortezas auditivas primarias y secundarias  (Figura 




con  ablación,  bordes  de  lesión  limpios  y  netos  y  ausencia  de  infiltrados 
inflamatorios  (Figura  10).    Aunque  la  mayor  superficie  de  lesión  en  todos  los 
casos  estuvo  circunscrita  a  los  límites  de  las  CAs,  también  se  afectaron 
levemente  las  cortezas  adyacentes,  tanto  en  el  eje  rostro‐caudal  (corteza 
Temporal Asociativa, n=20; Corteza Somatosensorial secundaria, n=14) como en 













          Estas  pruebas  fueron  realizadas  para  valorar  de  forma  longitudinal  el 
estado  funcional de  la  vía  auditiva en  los diferentes grupos experimentales de 
forma longitudinal (15 y 90 días pl, grupos 2 y 3, Tabla N° 1). Se analizó el umbral 


















Microfotografía de una zona  típica de  lesión en  la corteza auditiva  (teñida con 
calretinina), con su correspondiente representación gráfica, en donde se indican 
los límites de las cortezas lesionadas y las adyacentes y el contorno de la lesión.  







En  los  casos  lesionados  (estudio  longitudinal),  pero  con  un  tiempo  de 
supervivencia de 90 días pl, se advirtió un aumento en los valores promedio del 





kHz),  observamos que  el  grupo  control mostró  umbrales  en  torno  a  los  40 dB 
SPL  (Figura  11B),  con  valores más  bajos  para  las  frecuencias medias  (16  y  20 
kHz)  y  que  está  dentro  del  rango  normal  para  la  especie.    En  los  animales 
lesionados  con  15  días  de  supervivencia  pl,  encontramos  un  marcado 
incremento  en  el  umbral  para  todas  las  frecuencias  analizadas,  afectando 
principalmente a las altas‐ 20 y 28 dB (Figura 11B).  En este mismo grupo, pero a 




          Además  se  analizaron  en  el  tiempo,  las  amplitudes  para  cada  una  de  las 
ondas  características  de  los  ABRs  (Figura  11C)    para  niveles  sonoros 
comprendidos entre los 30 y los 90 dB SPL.  En este parámetro se observó una 









latencias  interpicos  I‐II,  II‐IV  y  I‐IV.      Los  animales  controles  presentaron  las 
latencias  características  para  esta  especie  (Figura  11D),  mientras  que  al 
compararlos  con  el  grupo  de    15  días  pl,  se  observó  un  valor  promedio  de 
latencia  superior  al  del  grupo  control  (que  no  resultó  estadísticamente 
significativo), especialmente para los picos III, IV y V (Figura 11D). Los valores de 
las latencia interpico II‐IV y I‐V también se mostraron aumentados con respecto 
al  grupo  control,  pero  en  ninguno  de  los  casos  estos  aumentos  fueron 
estadísticamente  significativos  (Figura  11D).    En  este mismo  grupo  lesionado, 























FIGURA  11.  Respuestas  Auditivas  del  Tronco  del  encéfalo  (ABRs)‐estudio 
longitudinal. 
 
(A) Gráfica que muestra  la evolución  temporal de  los cambios en  los umbrales 
auditivos evaluados utilizando la técnica de los ABRs, para la estimulación de los 
grupos  experimentales  se  utilizaron  sonidos  de  tipo  click.    Nótese  que  existen 
diferencias estadísticamente significativas entre el grupo control y el grupo de 
15 días pl.  Mientras que en el grupo de los 90 días pl hay una recuperación clara 




(C) Gráfica  comparativa entre  las distintas amplitudes de onda,  representativa 
de  cada  una  de  las  estaciones  de  la  vía  auditiva.    Nótese  a  los  15  días  pl  una 
disminución muy  significativa  en  la  amplitud  de  todas  las  ondas  (I‐V),  que  se 
recupera tras 90 días de supervivencia pl.  (D) Gráfica de las diferentes latencias 













En  los  casos  lesionados  (estudio  longitudinal),  pero  con  un  tiempo  de 
supervivencia de 90 días pl, se advirtió un aumento en los valores promedio del 





kHz),  observamos que  el  grupo  control mostró  umbrales  en  torno  a  los  40 dB 
SPL  (Figura  11B),  con  valores más  bajos  para  las  frecuencias medias  (16  y  20 
kHz)    que  están  dentro  del  rango  normal  para  la  especie.    En  los  animales 
lesionados  con  15  días  de  supervivencia  pl,  encontramos  un  marcado 
incremento  en  el  umbral  para  todas  las  frecuencias  analizadas,  afectando 
principalmente a las altas‐ 20 y 28 dB (Figura 11B).  En este mismo grupo, pero a 




          Además  se  analizaron  en  el  tiempo,  las  amplitudes  para  cada  una  de  las 
ondas  características  de  los  ABRs  (Figura  11C)    para  niveles  sonoros 
comprendidos entre los 30 y los 90 dB SPL.  En este parámetro se observó una 









latencias  interpicos  I‐II,  II‐IV  y  I‐IV.      Los  animales  controles  presentaron  las 
latencias  características  para  esta  especie  (Figura  11D),  mientras  que  al 
compararlos  con  el  grupo  de    15  días  pl,  se  observó  un  valor  promedio  de 
latencia  superior  al  del  grupo  control  (que  no  resultó  estadísticamente 
significativo), especialmente para los picos III, IV y V (Figura 11D). Los valores de 
las latencia interpico II‐IV y I‐V también se mostraron aumentados con respecto 
al  grupo  control,  pero  en  ninguno  de  los  casos  fueron  estadísticamente 
significativos  estos  aumentos  (Figura  11D).    En  este  mismo  grupo  lesionado, 














          Se    realizó  la  evaluación  de  los  parámetros  del  RAS  en  los  animales 










mientras  que  en  el  grupo  de  los  180  días  pl  no  se  observaron  diferencias 
significativas  en  la  amplitud  de  la  respuesta  con  respecto  a  la  media  de  los 
controles (Figura 12A).  En el grupo de los animales con lesiones en regiones no‐
auditivas,  no  se  encontraron  diferencias  estadísticamente  significativas  con 
respecto al grupo control (Figura 13A) 
 
          Utilizando  este mismo  estímulo  auditivo  de  115  dB,  pero  evaluando  otro 
parámetro,  la  latencia,  se  encontró  que  las  diferencias  en  los  valores  de  las 
medias no fueron significativos entre el grupo control y los grupos lesionados de 
15  y  180  días  (Figura  12B).    Sin  embargo,    en  el  grupo  de  los  90  días  pl 
encontramos un aumento significativo en el tiempo de respuesta del 41.68%, es 
decir, la respuesta se produjo con un retraso de 18.1 milisegundos (Figura 12B).  







        El  análisis  del  porcentaje  de  inhibición  de  la  amplitud  del  RAS  (115  dB), 
empleando distintos  pre‐estímulos  (65,  70  y  80 dB), mostró  en  el  grupo de  15 
días pl   cambios significativos en el porcentaje de inhibición a cualquiera de las 
tres intensidades de pre‐estímulo (Figura 14 A‐C).   En este grupo, utilizando un 
estímulo  sonoro  de  80  dB,  encontramos  una  disminución  del  porcentaje  de 
inhibición del 85.74% con respecto a los casos controles.  Con los prepulsos de 70 













(A)   Variaciones  longitudinales en  la amplitud de  las  respuestas para el Reflejo 
Auditivo del Sobresalto, utilizando estímulos de 115 dB SPL, en grupos controles 
y  experimentales.    Nótese  el  descenso muy  significativo  en  la  amplitud  en  el 













(A)   Variaciones  longitudinales en  la amplitud de  las  respuestas para el Reflejo 
Auditivo  del  Sobresalto,  utilizando  estímulos  de  115  dB  SPL,  en  el  grupo  con 













FIGURA  14.  Porcentajes  de  inhibición  por  estímulo  previo  de  la  amplitud  del 
Reflejo Auditivo del Sobresalto y Latencias‐ diferentes intensidades. 
 
(A‐C).   Variaciones  longitudinales de  la media de porcentajes de  inhibición del 
RAS,  utilizando  pre‐estímulos  de  diferentes  intensidades.    Nótese  la  evidente 
disminución  significativa  de  la  amplitud  de  la  respuesta  a  los  15  días  pl,  y  su 
progresivo incremento hasta los 180 días pl. 
(D‐F).  Representación  gráfica  de  los  cambios  en  las  latencias,  utilizando 







con  disminuciones  del  37.85%  y  del  27.89%  respectivamente.  Estos  datos  
muestran  una  recuperación  clara  de  la  IPP  en  tiempos  más  largos  de 
supervivencia pl, y utilizando pre‐estímulos menores (65 y 70 dB SPL).   
 
          Cuando  se  evaluaron  los  valores  de  las  latencias  para  las  3  diferentes 






sobre  el  porcentaje  de  inhibición  por  estímulo  previo  del  RAS  al  utilizar 
diferentes  intensidades  (ruido  blanco:  65,  70  y  80  dB  SPL)  en  los  pulsos  pre‐
estímulo.    En  el  grupo  control  respecto  a  los  lesionados  con  un  tiempo  de 
supervivencia  de  180  días  no  se  observaron  diferencias  estadísticamente 
significativas  en  el  porcentaje  de  respuesta  a  la  IPP  a  ninguna  intensidad.  Sin 
embargo,  en los grupos de 15 y 90 días pl, al utilizar pre‐estímulos menores de 


















16B).    En  el  NCCI  se  observó  en  la  zona  ventro‐medial  una  acumulación  de 
núcleos  c‐Fos  positivos  más  oscuros  (Figura  16B).  En  este  grupo,  también 
hallamos un  ligero  incremento en el marcaje del  fondo  (Figura 16B).       Para el 
grupo de  los 90 días pl  (grupo 9, n=3; Tabla N° 1), hallamos una gran similitud 
con respecto a los controles en la distribución de los núcleos c‐Fos positivos para 



























en diferentes  tiempos postlesión  (15, 90 y 180 días), para discriminar entre  las 
diferentes  intensidades  utilizadas  para  los  pre‐estímulos  (65,  70  y  80  dB SPL).  














































































Microfotografías de  los colículos  inferiores  (CI) bilaterales  representativos para  
cada uno de los tres casos experimentales para c‐Fos.   En el grupo control (A), 
se  observa  una  mayor  distribución  de  núcleos  c‐Fos  positivos  en  las  zonas 
dorsales  del  CI  y  menor  densidad  en  la  parte  ventral,  las  tres  subdivisiones 
presentan  abundantes  marcas,  pero  se  observa  mayor  densidad  de 
inmunorreacción para las zonas externas de la corteza dorsal.  (B) El grupo de los 
15  días  pl  muestra  un  claro  descenso  en  los  núcleos  c‐Fos  positivos, 
principalmente  en  el  núcleo  central  del  CI,  al  igual  que  en  las  regiones  de  la 
corteza  dorsal  que  colinda  con  el  núcleo  central,  es  en  estos  casos  en  donde 
aparece  una  “banda”  de  núcleos  inmunorreactivos  muy  oscuros,  que  no  se 
teñían con tal intensidad en los controles, en estos casos se observa un aumento 
en la tinción de fondo.  (C) En el grupo de 90 días pl, se observa una recuperación 
de  los núcleos  teñidos para  c‐Fos  con  respecto a  los  15 días pl,  sin  llegar a  los 
niveles  de  los  controles.    Aunque  los  núcleos  son más  dispersos  que  para  los 








































días  postlesión).  En  estos  mapas  cada  círculo  representa  un  núcleo  c‐Fos 

























tres  subdivisiones  del  CI,  que  siguen  la  distribución  topográfica  referida  en  el 
apartado  anterior  (Figura  17A).  Observamos  también  que  las  neuronas  de  la 
CDCI, en su zona más medial, presentaron una mayor densidad de núcleos c‐Fos 
positivos,  con  valores  de  grises  más  bajos  (más  oscuros).    Estos  valores 
contrastaron  claramente  con  los  más  altos  (más  claros)  de  las  partículas 
localizadas en las regiones más ventrales del CI (Figura 17A). 
 
                    En  los casos con estimulación auditiva y 15 días pl,  se observó en  los 
MRVGs un descenso muy marcado en la densidad de las partículas en todas las 
subdivisiones  del  CI  (Figura  17B).    En  este mismo grupo  experimental  destacó 
una banda de partículas muy densas con  localización en  la zona ventro‐medial 
del  CI  (Figura  17B).  En  el  grupo  de  90  días  pl  observamos  unos  MRVGs  con 
partículas  que  seguían  una  distribución  y  rango  de  densidades  de  grises  casi 
idéntica  a  las  del  grupo  control  (Figura  17C).    Al  comparar  los  valores    de  los 
niveles  de grises  de  los  núcleos  c‐Fos  positivos  (rango: O‐88)  entre  los  grupos 
experimentales (Tabla N° 8), encontramos que a los 15 días pl hay un aumento 
significativo  del  23.76%  en  los  promedios  de  grises  con  respecto  al  control, 
mientras que no hay diferencias significativas entre los valores del grupo control 
y  los  90  días  pl.    Además,  encontramos  para  el  grupo  de  los  15  días  pl  una 





























          Otro  parámetro  que  evaluamos  en  estos  grupos  experimentales,  fue  el 
perímetro  de  los  núcleos  c‐Fos  positivos  segmentados  para  los  valores  que 
consideramos positivos para  la  inmunorreacción para  c‐Fos  (rango: O‐88).   De 
este modo encontramos una disminución significativa del 3.86% en el perímetro 
nuclear  en  el  grupo  de  los  15  días  pl  al  compararlo  con  el  grupo  control.    Sin 
embargo,   en   el  grupo  90  días  pl,  observamos  un  aumento  significativo  del  
perímetro del 9.18%.  Estos datos fueron significativos al situarse los valores de 





          Tras  el  recuento  estereológico,  analizando  los  CI  de  forma  bilateral 
(sumatoria), en el grupo control se observó un promedio de partículas (núcleos 
positivos)    entre  todos  los  animales  del  grupo  7  (n  =3)  contadas,  de  155326  + 
5.324, mientras  que en el  grupo  15 días pl  se obtuvo un  valor  de  sólo 61810 + 
10.04;  en el grupo de 90 días pl fue de 99978 + 6.16 neuronas (Figura 18A).  De 
esta  forma,  al  calcular  los  porcentajes,  encontramos,  con  respecto  al  grupo 
control,  que  a  los  15 días  pl  hay un descenso  en núcleos  inmunorreactivos del 
60.21% y a los   90  días   pl,  un   descenso   del  35.63%.    Al   comparar  también  
los  grupos lesionados (15 y 90 días) entre sí, encontramos un aumento, a los 90 
días  pl,  en  el  número  de  núcleos  positivos  coliculares  del  24.58%.    Cuando 
analizamos estos mismos casos, pero entre el CI  izquierdo (ipsilateral a  la zona 















para  el  grupo  de  los  90  días  pl  fue  de  26604  +  991.57  (Figura  19B).  De  igual 











Gráficos  que  representan  el  número  de  núcleos  c‐Fos  positivos  en  el  Colículo 
Inferior en los grupos controles y lesionados (15 y 90 días).  en (A) se representa 
la  sumatoria de  ambos  colículos  (izquierdo‐derecho),  en donde  se observa,  un 
claro  descenso  en  el  número  de  neuronas  a  los  15  días  pl.    A  los  90  días  pl  el 
número de neuronas aumenta  con  respecto a  los  15 días pl,  pero  la diferencia 
aún es significativa con respecto al promedio de los controles.  (B) Comparación 
entre  los CI  ipsilateral y  contralateral a  la zona de  lesión, en donde se observa 














en  el  Colículo  inferior.  Las  tres  subdivisiones  (A)  Corteza  Dorsal,  (B)  Corteza 
Externa y (C) Núcleo Central, muestran un descenso marcado con respecto a los 
valores controles; mientras que a  los 90 días pl  los valores  se  recuperan en  las 
tres subdivisiones, sin llegar aún a los niveles controles. 
(D‐F)  Comparación  en  el  número  de  núcleos  c‐Fos  positivos  entre  las 
subdivisiones de  los colículos  ipsilaterales y contralaterales a  la zona de  lesión.  











núcleos  c‐Fos  positivos  fue  de  37743  +  1211.47;  en  el  grupo  de  15  días  pl  este 
número  fue  de  24128  +  1796  y  para  el  grupo de  los  90  días  pl  fue  de  27962  + 
365.37  (Figura  19C).    Al  calcular  los  porcentajes  para  estos  valores  del  NCCI, 
encontramos  que  a  los 15  días  hay una disminución del 36.08% con respecto al 
control, mientras que a los 90  días  pl  esta  disminución  es  del 25.91%.   Entre  
el  grupo  de  15  días  versus  el  grupo  de  90  días  pl,  se  observó  un  aumento  de 
núcleos  c‐Fos  positivos  del  28.18%.    Al  analizar  si  existían  diferencias  para  las 
subdivisiones  del  CI,  pero  entre  el  lado  ipsilateral  y  contralateral  a  la  zona  de 





          En  el  CI  de  los  casos  controles  (grupo  10,  n=4;  Tabla  1),    se  observaron 
neuronas  CR‐  inmunorreactivas  distribuidas  fundamentalmente  en  la  corteza 
externa  y  en  la  dorsal  y  escasamente  en  el  núcleo  central  (Figura  20).  Así,  la 
inmunotinción  de  más  neuronas  en  las  zonas  periféricas    del  CI  ofreció  una 
imagen del CI, en el plano coronal en forma de anillo periférico más denso con 
un centro claro  (Figura 20). En  las  secciones de  los casos controles  fue posible 
identificar, en diferente proporción,    todos  los tipos celulares descritos en el CI 
con diferentes grados de  intensidad de  inmunorreacción. Los  tipos neuronales 
más  abundantes  y  más    intensamente  inmunoteñidos  fueron  las  neuronas 













somas  como  las  dendritas,  y  en  particular  en  la  CECI  ipisilateral  a  la  zona  de 
lesión, mostraron  imágenes  de  dendritas  y  axones  nítidos  que  no  se  pudieron 












Microfotografía  de  un  colículo  inferior  control,  en  donde  se  observa  que  la 
















los  grupos  experimentales  estudiados.    En  éstos  se  observa  un  progresivo 















          Con  el  estudio  estereológico  valoramos,  en  los  diferentes  grupos 
experimentales: control y lesionados (grupos 10‐14, n=4; Tabla Nº 1), el recuento  
total  de  neuronas  CR‐IRr  en  el  CI,  de  forma  bilateral  (sumando  las medias  de 
ambos  CI)  (Figura  22A).      Comparamos  además,  los  promedios  entre  el  CI 
ipsilateral  y  el  CI  contralateral  a  la  zona  de  lesión  en  la  CA  (Figura  22B)  y 
analizamos  también  los  promedios  en  las  tres  subdivisiones  del  CI  de manera 
conjunta (Figura 23A‐C). Se diferenciaron estos valores entre los lados ipsilateral 
(izquierdo)  y  contralateral  (derecho)  a  la  zona  de  lesión  (Figura  23D‐F).  
Expondremos  secuencialmente,  en  el  orden  referido,  estas  cuatro  partes  del 
estudio. 
 
          Se analizó el  total de neuronas CR‐IRr de ambos colículos  inferiores  tanto 
del grupo control como de los grupos lesionados (Figura 22A). Se observó, con 
respecto  al  grupo  control  un  fuerte  incremento  progresivo  en  el  número  de 
neuronas CR‐positivas en los grupos sacrificados a los 15, 90 y 180 días pl (Figura 
22A).  Así,  en  el  grupo  control  se  contaron  83543  +  3527.67  neuronas  CR‐IRr, 
mientras que en el grupo de los 15 días este promedio fue de 95801 + 3799.81, y, 





Por  el  contrario,  el  grupo  de  los  240  días  pl  reveló  un  incremento  de  sólo  el 











encontraron  para  la  CDCI  con  respecto  al  grupo  control,  incrementos 












Representación  gráfica  del  número  de  neuronas  calretinina‐inmunorreactivas 
contadas por técnicas estereológicas en el colículo inferior en función del tiempo 
de supervivencia postlesión (pl).  (A) Gráfica de comparación en el promedio de 
neuronas  en  ambos  colículos  (sumatoria)  entre  los  diferentes  tiempos  pl.    La 
imagen muestra un incremento exponencial entre los 15 y 180 días pl (en todos 
los casos significativos) y un descenso a los 240 días pl, hasta casi el promedio de 












(A‐C)  Comparación  en  el  número  de  neuronas  positivas  para  Calretinina  de 
forma bilateral en el Colículo  inferior,  las tres subdivisiones (A) Corteza Dorsal, 
(B)  Corteza  Externa  y  (C)  Núcleo Central, muestran  un  progresivo  incremento 
entre los grupos 15 y 180 días postlesión (pl) con respecto a los valores controles; 
mientras  que  a  los  240  días  pl  éstos  disminuyen  hasta  casi  el  nivel  de  los 
controles. 
(D‐F)  Comparación  entre  el  número  de  neuronas  calretinina‐inmunorreactivas 
entre las subdivisiones de los colículos ipsilaterales y contralaterales a la zona de 
lesión.    No  encontramos  diferencias  estadísticamente  significativas  entre  las 
















casos  controles  y  los  lesionados  para  los  grupos  de    90  días  pl, mostrando  un 
incremento  promedio  del  24.03%  y  en  los  casos  de  180  días  pl  con  un 
incremento del 27.62% (Figura 23C).  
 
          Se  analizaron,  además,  los  valores  por  subdivisiones  entre  los  CIs 




del 23.27%  (Figura 23E). Para el NCCI  solo  se halló un pequeño aumento en el 





          El  hemisferio  cerebral  derecho  (contralateral  a  la  lesión)  de  todos  los 
animales utilizados para  los estudios de expresión génica, grupos controles 15, 
16, 20 y 24; y  grupos lesionados  17 al 19, 21‐23 y del 25‐26; n= 64 (Tabla N° 1), 
fueron  seccionados  seriadamente  en  el  plano  sagital  para  comprobar 
citoarquitecturalmente  que  el  tejido  extraído  par  estas  técnicas  fuese 
exclusivamente  CI  y  no  se  incluyera  ninguna  de  las  estructuras  anatómicas 




          Para  evaluar  si  existían  modificaciones  en  la  expresión  de  los  iGluRs,  se 






los  iGluRs  en  el  CI;  mientras  que  con  la  técnica  de  qPCR,  se  evaluaron    las 













caso  lesionado,  nivel  interaural  1.9  mm,  en  el  que  se  observa  en  (A)  la 
localización del  colículo  inferior y  su  relación con  las estructuras adyacentes, y 
en  (B)  línea punteada, delimitamos  la posible  localización del CI, en  la zona de 














Expresión  de  las  subunidades  de  los  receptores  ionotrópicos  de  glutamato.  










los  receptores  AMPA  (GluR1‐4),  NMDA  (NR1,  NR2A‐D  y  NR3A‐B)  y  Kainatos 
(GluR5‐7 y GluRδ1‐2) (Figura 25).  Cuando se realizó igual análisis en el grupo de 
los  15  días  pl  (grupo  17,  n=6;  Tabla  1),  se  encontró  una  disminución  en  la 
expresión  para  las  subunidades  de  los  iGluRs  y  un  aumento  paulatino  de  esta 
expresión a los 90 y 180 días postlesión (Figura 25). 
 
          Específicamente, para  las  subunidades AMPA  ‐GluR1 y GluR2,  se observó  
un leve descenso a los 15 días pl con respecto al control, mientras que a los 90 y 
180  días  pl  los  niveles  de  expresión  eran  equivalentes  a  los  controles.    La 












          Para  las  subunidades  Kainato  ‐  GluR5,  GluR6  y  GluR7,  se  observó  un 
descenso marcado a los 15 días pl, un aumento moderado a los 90 días pl y una 






          Finalmente,  en  el  grupo  de  animales  con  lesiones  en  regiones  corticales 
ubicadas  en  áreas  no  auditivas  (Grupo  Nº  13,  Tabla  N°  1),  no  se  encontraron 
cambios en la expresión de los diferentes iGluRs (AMPA, NMDA y Kainato) a los 




          Con  el  fin  de  cuantificar  significativamente  los  cambios  en  la  expresión 









          Para  normalizar  las  diferencias  del  RNA/cDNa  contenidas  entre  las 
muestras, aún cuando estaban cuantificadas por métodos espectofotométricos, 
calculamos los niveles de expresión qPCR relativos entre  los genes de interés y 




los  iGluRs  con  respecto  a  este  gen  endógeno  en  los  tres  tiempos  postlesión 
estudiados (15, 90 y 180 días).  
 
          Así en el análisis   de  los cuatro grupos experimentales, se observó que  los 
promedios  de  expresión    para  las  seis  subunidades  estudiadas  variaron  en  el 
grupo control entre el 1.72 al 1.92. Para el grupo de los 15 días pl los promedios 
de expresión de las 6 subunidades de los iGluRs oscilaron entre el  0.79 y el 0.87; 





n=5) mostró  los descensos más significativos  (t‐Student) con  respecto al grupo 
control,  en  las  6  subunidades  estudiadas,  siendo este decremento mayor para 
los NMDA  (NR1  y NR2A)  y menor  para  los Kainatos  (GluR5  y GluR6),  pero  en 
todos los casos significativo (Figura 26) 
 
          Por  su parte, en el grupo de  los 90 días pl  (Grupo 11, Tabla Nº 1, n=6),  se 
apreció que al igual que en el grupo de los 15 días pl, la expresión era menor con 
respecto  al  grupo  control  para  las  subunidades  GluR1,  GluR2,  NR1,  GluR5  y 
GluR6, mientras que no se encontraron diferencias significativas en la expresión 
de  la  subunidad  NR2A  entre  el  grupo  control  y  el  de  90  días  pl  (Figura  26). 
Finalmente,  a  los  180  días  pl  (Grupo  12,  Tabla  Nº  1,  n=6),  se  observó  un 
incremento en la expresión de todos las subunidades de los iGluR analizadas con 
respecto a    los grupos  lesionados de  15  y 90 días pl  y  estas diferencias  fueron 






















de  los  tres  tipos  de  receptores  ionotrópicos  de  glutamato  (AMPA,  NMDA  y 






















































































































Las medidas de  las pruebas funcionales  (ABRs, RAS/IPP, c–Fos),  los receptores 







          A  los 15 días pl  se observó un descenso significativo en  la amplitud de  las 
respuestas  auditivas  del  tronco‐encefálico  (ABRs),  en  todas  las  ondas  de  los 
potenciales  evocados,    y  un  aumento  significativo  del  umbral  auditivo,  lo  que 
implica  la  existencia  de  una  fuerte  influencia  de  la  proyección  auditiva 
descendente  sobre  la  actividad  eléctrica  evocada  por  sonido  en  el  tronco  del 
encéfalo.   Por otra parte, estos parámetros (amplitud de respuesta y umbrales) 
en  los casos  lesionados, pueden recuperar a  largo plazo valores  iguales que  los 
controles,  lo  que  indicaría  que  el  sistema  auditivo  adulto  conserva  una  gran 
capacidad  reparativa  tras  lesión,  aún  en  animales  adultos.  En  nuestros 
experimentos  obtuvimos    también  datos  funcionales  que  demuestran  una 
disminución de  la amplitud de  la respuesta del RAS a  los 15 y 90 días pl y   una 
recuperación de ésta a los 180 días pl, mientras que las latencias se modificaron 
ligeramente  solo  a  los  90  días  pl.        En  los    animales    con  lesiones  en  áreas 







reflejos  acústico‐motores  (Huffman  y  Henson,  1990).    Parham  y Willot  (1990) 












Nodal  y  López,  2003),  produciéndose  tras  el  estímulo  desencadenante,  una 
brusca contracción muscular tras latencias muy cortas de 10 ms (Cassella y cols., 
1986, Caeser y cols., 1989). Por la corta latencia del RAS,  el circuito responsable 
de  modificar  el  umbral  de  disparo  de  las  NRC  debería  ser  corto  y  estar 
compuesto  por  pocas  neuronas  para  permitir  un  efecto  inhibitorio  inmediato. 










CI  a  través  de  sus  terminaciones  sobre  el  sistema  olivococlear  medial  puede 
modular  las  respuestas  cocleares.    Además  se  ha  comprobado  que  la 
estimulación de las neuronas del CI puede producir una reducción en los cambios 




el  desencadenamiento  del  RAS,  podría  modificarse  indirectamente  el  RAS.   
Conceptualmente la alteración de la respuesta del RAS depende del disparo de 





de    cambios  en  los  umbrales  de  respuesta  al  sonido,  tal  y  como  hemos 
comprobado en esta tesis doctoral mediante el estudio de los ABRs (Figura 11 ) 
(Clarkson  y  cols.,  2009).    El  efecto  de  la  lesión  cortical  auditiva  sobre  el  RAS 
observada  por  nosotros,  puede  también  relacionarse  con  la    pérdida  de    la 
proyección corticofuga directa que termina bilateralmente en el núcleo ventral 





















PnC  para mediar  la  IPP    (Koch  y  cols.,  1993;  Koch,  1999,  Fendt  y  cols.,  2001).   
Más  recientemente,  ha  sido  descrita  una  proyección  colinérgica  directa  desde 
VNTB a las NRCs que puede llevar información auditiva capaz de modular el RAS 
en  las  NRCs    (Gómez‐Nieto  y  cols.  2008).  Registros  electrofisiológicos  en  las 





por  las  neuronas  del  CI,  que  en  nuestros  experimentos  (grupos  15  días  pl)  se 




y  cols.,  2006;  Clarkson  y  cols.,  2009),    si  bien  falta  por  demostrar  que  estos 
cambios  afecten  directa  o  indirectamente  a  los  circuitos  implicados  en  la  IPP.  
Un dato a favor de esta hipótesis es la pérdida tras lesión cortical auditiva en la 
capacidad  de  detección  de gaps  del  sonido  (Ison  y  cols.,  1991;  Bowen  y  cols., 
2003)  que  podría  permitir  comprender  en  nuestros  experimentos  como  una 
incorrecta codificación del onset ‐ offset de los pre‐ estímulos o una alteración en 





          Hay  estudios  que  demuestran  que  tras  estimulación  con  tonos  puros  la 
expresión de   c‐Fos marca bandas en el CI con ubicación cocleotópica  (Ehret y 
Fischer, 1991; Friauf, 1992; Rouillier y cols., 1992; Pierson y Snyder‐Keller, 1994; 
Saint‐Marie y cols.,  1999). Nosotros observamos  tanto en  los grupos controles 
como  en  los  lesionados,  una  distribución  homogénea  de  las  neuronas  c‐Fos‐
inmunorreactivas y de localización preferente en la región más dorsal del CI.  En 
nuestro sistema de estimulación homologado y basado en el diseño de caja de 
estimulación  en  campo  abierto  propuesto  por  Yoshida  y  cols.,  (2006)  ha  sido 
comprobado  tanto  la  intensidad  de  la  frecuencia  fundamental  del  tono  puro 
como la de sus armónicos.  El armónico más alto de 10 kHz registrado fue de 30 
dB,  y  las  siguientes  presentaron  valores  aún  inferiores,  de  tal  modo  que  una 
estimulación  de  todo  el  rango de  octavas  desde  la  frecuencia  de  estimulación 




diferencias  observadas  respecto  a  otros  autores  que  identifican  bandas 
tonotópicas (Ehret y Fischer, 1991; Friauf, 1992; Rouillier y cols., 1992; Pierson y 







con  la  mayor  concentración  de  núcleos  c‐Fos‐IRrs  observada  en  nuestros 
experimentos. Otra  explicación  para  justificar  la  distribución  no  tonotópica  de 
los  núcleos  inmunorreactivos  es  las  sensibilidades  de  los  anticuerpos 
comerciales  para  c‐Fos  utilizados  por  nosotros,  y  por  otros  autores  que 
encuentran  tonotopía  utilizando  c‐Fos  como marcador  (Ehret  y  Fischer,  1991: 
anti‐c‐Fos  456,  Medac;  Rouillier  y  cols.,  1992,  Pierson  y  Snyder‐Keller,  1994: 
anti‐c‐Fos,  Cambridge  Research  Biochemicals).    En  este  estudio  en  particular, 
seleccionamos  de  entre  4  anticuerpos  (Ab‐5  Oncogen  Research;  SC‐52  Santa 
Cruz  Biotecnologic;  SC‐253  Santa  Cruz  Biotecnologic;  SC‐7202  Santa  Cruz 
Biotecnologic)  aquel  que  produjo  un  mayor  número  de  neuronas 





          El  estudio  en  los  diferentes  grupos  experimentales  de  la 
inmunorreactividad para c‐Fos en el CI, indica que a los 15 días pl se produce una 
disminución tanto en el número como en la intensidad de la inmunorreacción y 








activación  por  sonido  del  sistema  auditivo  provoca  un  incremento  de  c‐Fos 





CI a  los 15 días pl, y posteriormente el  sistema recupera su  función al nivel del 








1994;  Friauf,  1995;  Saint‐Marie  y  cols.,  1999)    y  que  según  nuestros  datos 
procedentes del estudio de potenciales evocados y RAS/IPP, podemos concluir 
que  la  disminución  en  número,  densidad  y  perímetro  de  los  núcleos  c‐Fos 
inmunorreactivos  son  indicadores  de  que  la  deaferentación  de  la  vía  cortico‐
colicular  induce un descenso global y sostenido de  la actividad de  las neuronas 
del  CI  a  los  15  días  pl.      Además,  el  análisis  de  los  grupos  experimentales  con 





densidad  o  el  perímetro  de  las  partículas  c‐Fos‐IRr    sean  variables  útiles  para 
valorar  cambios  en  la  actividad  neuronal.    Sin  embargo,  los  estudios  de  Lu  y 
cols.,  (2009),  demuestran  que  la  inmunorreacción  se  produce  sobre  un 
conglomerado  de  histonas  que  aumenta  el  tamaño  de  los  núcleos  según  se 
incrementa la estimulación de las células.  En consecuencia, cabe esperar que a 
mayor  actividad  celular  el  tamaño de  los  núcleos  y  la  cantidad  de  cromógeno 
depositado en  los mismos aumente y en consecuencia  lo haga el perímetro de 
los mismos.    Nuestros  experimentos  apoyan  esta  consideración metodológica 
puesto  que  en  los  casos  de  15  días  pl  disminuye  la  densidad  de  la 
inmunorreacción y el perímetro de los núcleos positivos y aumenta a los 90 días 






          La  subdivisión  del  CI  en  la  que más  se modificaron  todos  los  parámetros 
analizados de  la  inmunorreactividad para c‐Fos (número, densidad y perímetro 
de núcleos  c‐Fos‐IRr),  fue  la CDCI  (Figura  19).    Se  conoce,  tras  la  inyección de 
trazadores anterógrados en la CA de la rata que ésta es la subdivisión que recibe 
de forma bilateral la proyección más densa desde las CAs (Saldaña y cols., 1996) 
y  por  lo  tanto,  se  puede  plantear  que  siendo  la  proyección  descendente 
excitatoria y glutamatérgica, los mayores descensos de actividad neuronal y por 
tanto de la inmunorreactividad para c‐Fos, se produzcan en esta subdivisión tras 
la  ablación  cortical.  Esta  hipótesis  debe  confirmarse  mediante  registros 
electrofisiológicos que demuestren que estos cambios en la actividad tienen una 
base  sustentada  en  alteraciones  en  el  ritmo  de  descarga  de  las  neuronas 
coliculares  deaferentadas.    Más  aún,  cuando  se  conoce  que  el  CI  per  se  está 
dotado  de  un  potente  contingente  de  neuronas  de  proyección  intrínseca  y 
comisural  (Saldaña  y Merchán,  1992),  que  contienen  neurotransmisores  tanto 
excitatorios  como  inhibitorios  (Saint‐Marie,  1996;  Malmierca  y  cols.,  2003; 
















          En  este  trabajo  se  analizan  los  cambios  cuantitativos  y  cualitativos  en  la 











número  de  neuronas  CR‐IRr,  se  incrementó  progresivamente  en  las  tres 
subdivisiones del CI a los 15, 90 y 180 días pl.   Además, se produjo un aumento 
en el número de neuronas en los grupos de 15, 90 y 180 días pl, distribuido desde 
la  periferia  del  CI  hacia  el  centro,  observándose  en  los  casos  de  mayor 
inmunorreactividad  (180  día  pl)  neuronas  abundantes  en  el  núcleo  central 
prácticamente inexistentes en esta subdivisión en los casos controles.  El grupo 
experimental  analizado  a  los    240  días  pl  mostró  una  intensidad  de 
inmunorreacción y número de neuronas similar al grupo control.  
 
          Cuando  se  analizó  el  número  de  neuronas  cuantificadas  por  estereología 
por  subdivisiones del CI  y  comparando  los  valores  entre  el  lado  ipsilateral  y  el 
contralateral  a  la  zona  de  ablación  de  la  CA,  solamente  se  observaron 














tamponado rápido del Ca2+ que se ha  relacionado con  la protección  frente a  la 
excitotoxicidad  inducida  por  el  glutamato  (Lukas  y  Jones,  1994;  D’Orlando  y 





o  lesión  de  la  CA  se  producen  cambios  profundos  en  el  procesamiento  de  las 
propiedades  temporales,  espectrales  y  binaurales  del  sonido  en  el  sistema 
auditivo (Melo y cols., 1997; Talwar y cols., 2001; Nwabueze‐Ogbo y cols., 2002; 
Syka y  cols., 2002; Popelar y  cols., 2003; Bowen y cols., 2003; Rybalko y  cols., 
2006;  Cooke  y  cols.,  2007;  Threlkeld  y  cols.,  2008).    Dentro  de  este  sistema, 
debemos  recordar  que  el  CI  es  una  estación  de  relevo  obligatoria  para  las 
proyecciones ascendentes y descendentes de la vía auditiva y es una diana de las 








esta  directamente  implicada.    Sabemos  que  tras  inactivación  de  la  corteza 
auditiva  primaria  con muscimol,  Talwar  y  cols.,  (2001)  observaron  que  ésta  se 




de  una  sensibilidad  normal  necesaria  para  la  modulación  temporal  de  los 
estímulos auditivos (Cooke y cols., 2007). También se conoce que el CI es clave 
en el refinamiento de las propiedades temporales y espectrales del sonido (Suga 
y  cols.,  2000,  2002).    El  efecto  de  la  proyección  descendente  en  la  descarga 
neuronal del CI ha sido demostrado tras  estimulación eléctrica de las CAs (Syka 
y  Popelar,  1984;  Torterolo  y  cols.,  1998).  Nwabueze‐Ogbo  y  cols.,  (2002) 
observaron  tras  inactivación  funcional  de  la  CA  por  tetrodotoxina    una 
prolongación  significativa  de  las  latencias  y  cambios  en  el  ritmo  de  descarga 
neuronal que incluían tanto la elevación como el descenso del mismo. Popelar y 
cols., (2003) observaron igualmente que el ritmo de descarga (firing rate) de las 









que  la  proyección  descendente  utiliza  el  Glutamato  como  neurotransmisor 
(Feliciano  y  Potashner,  1995),  las  neuronas  del  CI  disponen  de  abundantes 
receptores postsinápticos para éste.  En consecuencia, el aumento de actividad 
de descarga neuronal observado por diferentes autores tras inactivación cortical 
(Nwabueze‐Ogbo  y  cols.,  2002;  Popelar  y  cols.,  2003)  tiene  como  base  la 
activación  directa  de  un  mayor  número  de  receptores  postsinápticos  de 
glutamato. Se conoce que la mayoría de los tipos de receptores ionotrópicos de 
glutamato,  son  capaces  de  permitir  la  entrada  de  Ca2+  a  la  neurona.  Así,  el 
aumento  de  células  inmunorreactivas  observado  en  nuestros  experimentos, 
podría  deberse  a  un  fenómeno  de  sobre‐regulación  de  esta  proteína  inducido 
por la entrada de Ca2+ en los tipos neuronales, que incrementan su actividad de 
descarga  tras  la  lesión  cortical  unilateral.  Apoyando  esta  hipótesis,  nuestros 
datos  muestran  una  relación  entre  las  subdivisiones  del  CI  más  densamente 
inervadas por la proyección glutamatérgica descendente (Saldaña y cols., 1996), 





por  nosotros  mediante  inmunohistoquímica  hasta  los  180  días  pl,  estaría 
relacionado  con  la  función  de  mantener  la  precisión  frente  a  ritmos  altos  de 
descarga  neuronal.  Mientras  que  la  disminución  del  número  de  neuronas 
inmunorreactivas observada a los 240 días pl en el CI, podría ser consecuencia de 
la  recuperación  del  adecuado  balance  de  excitación  /inhibición,    y  en 
consecuencia  de  los  ritmos  de  descarga  normales,  reflejando  así  una 
recuperación funcional del CI.  
  
          Sin  embargo, no debemos olvidar  el  papel de  la CR en  los  fenómenos de 
protección  para  la  apoptosis  (Turner  y  cols.,  2007).  Si  el  papel  de 
neuroprotección refleja en el fondo un mecanismo de muerte neuronal inducido 
por la entrada anormal de Ca2+, no es posible descartar el que el descenso en el 
número  de  neuronas    a  los  240  días  pl  refleje  en  realidad  la  claudicación  del 
sistema y  la muerte de  las neuronas.   Siguiendo con esta  idea podríamos decir 
que,  por  lo  tanto,  en  los  casos  lesionados  la  inmunorreactividad  frente  a  CR 
estaría identificando las células del CI con mayor entrada de Ca2+ y por tanto las 
más  susceptibles  a  desencadenar  procesos  de  apoptosis  tras  lesión.    Pero  el 
papel  específico  de  la  CR  en  los  efectos  neuroprotectivos,  es  hoy  en  día muy  












del  Ca2+  intracelular  con  la  remodelación  axonal  o  dendrítica  tanto  en  el 
desarrollo  como  tras  lesiones  del  sistema  nervioso.    Wu  y  cols.,  (2007), 
demostraron  recientemente  en  células  en  cultivo  que  la  combinación  de GM1 
Gangliosido con CTxB induce la estimulación del crecimiento axonal y que éste 
depende de la entrada de Ca2+. Para estos autores, la combinación de GM1 con 






sistema  auditivo  tras  lesión  coclear  unilateral  en  hurones,  Alvarado    y  cols., 





existencia  de  una  relación  entre  el  aumento  de  inmunorreactividad  a  CR  tras 
lesiones  corticales  y  fenómenos  de  remodelación  axonal  o  dendrítica,  un 





cols.,  2003,  2005;  Roussel  y  cols.,  2006).  Estos  estudios,  planteados  desde  un 
modelo matemático predictivo y que se han contrastado con los resultados de la 
electrofisiología  en  las  neuronas  del  cerebelo  de  los  animales  knock  out, 
permiten  establecer  una  relación  directa  entre  la  expresión  de  CR  y  la 
excitabilidad de la membrana. Los fundamentos teóricos obtenidos,   apoyados 
también  en  estudios  previos  de  neuronas  de  hipocampo  (Lancaster  y  Nicoll, 
1987),  permiten  concluir  que  determinadas  proteínas  ligadoras  de  Calcio  y  en 
particular  la  CR,  pueden  relacionarse  directamente  tanto  con  la  potencia 
sináptica (synaptic strenght), como con la excitabilidad de la membrana (Canales 
de  Potasio  dependientes  de  Ca2+).    Estas  dos  propiedades  asignadas 
recientemente de forma específica para la CR permiten plantear que el aumento 
de  neuronas  inmunorreactivas  para  CR  observado  por  nosotros  puede  tener 
relación  con  los  fenómenos  de  compensación  productos  de  la  pérdida  del 
balance  de  excitación/inhibición  y  permite  de  este  modo  relacionar 











          Los  cambios  observados  en  el  conjunto  de  todas  las  subunidades  de  los 
iGluRs  (Figura  25)  estudiadas  en  este  trabajo,  muestran  un  descenso 
significativo  en  los  niveles  de  expresión génica  de  éstos    a  los  15  días  pl,  y  un 
incremento con respecto a este grupo, a los 90 y 180  días pl.   
 
          De  igual  forma, el análisis  cuantitativo mostró que a  los 15 y 90 días pl  la 
pérdida unilateral de  la proyección descendente de  la CA disminuye  los niveles 
de expresión del mRNA de las subunidades  de los iGluRs AMPA (GluR1, GluR2), 









(Beyerl,  1978;  Kelly  y  Wong,  1981;  Games  y  Winer  1988,  Meredith  y  Clemo,  
1989, Weedman  y  Ryugo,  1996; Winer  y  Prieto,  2001;  Bajo  y  cols.,  2007)  y  su 
carácter excitatorio y glutamatérgico fue demostrado por Feliciano y Potashner 
(1995)  tras producir  lesiones unilaterales de  la corteza auditiva.   Estos autores, 
tras  siete  días  pl,  demostraron  además  la  existencia  de  una  degeneración 
preterminal  en  el  CI.    Esta  degeneración  que  representa  una  pérdida  de 
aferencias  sinápticas  estaría  en  relación  con  la  menor  expresión  de  las 
subunidades de los iGluRs observadas en nuestros experimentos a los 15 días pl.  
Si  bien,  debemos  también  considerar  un  efecto  más  que  pasivo  tanto  en  la 
permeabilidad  al  calcio  como  en  la  regulación,  tráfico  y  ensamblado  de  estos 
receptores  durante  el  período  hasta  los  90  días  pl  en  el  que  se  recuperan 
parcialmente sus valores. 
 
          El descenso de  las  subunidades que  regulan  la permeabilidad al Calcio de 
los  iGluRs,  visto  tanto en el  análisis  semicuantitativo,  como en el  cuantitativo, 
hacen pensar que  los  receptores de  las neuronas del CI deaferentadas pueden 
ser más permeables al calcio (Burnashev y cols., 1995; Liu y cols., 2006; Bassani y 
cols.,  2009).  Posiblemente  estos  datos  puedan  explicar  en  parte  la  regulación 
positiva  de  la  CR  observada  por  nosotros,  que  actuaría  tanto  tamponando  el 





















Tras  la deaferentación cortical  la actividad eléctrica (ABRs Figura 11)  la función 
(Figuras 12 y 14) y la biosíntesis (Figuras 16‐19 ) del CI están afectadas a la baja 
como  consecuencia  de  la  degeneración  de  los  campos  terminales  de  la 
proyección descendente. De  este modo debe existir  un momento  entre  los  15 
días y los 90 días postlesión en el cual las células del CI cambian la regulación de 
los iGluRs de negativa a positiva. Este punto de reencendido de la vía debe estar 








deben  ser  valorados.  La  correlación  entre  la  caída  de  los  valores  de  los 
receptores iGluRs a los 15 días pl y su posterior recuperación en coincidencia con 
los  datos  de  la  actividad  funcional  del  sistema  (ABRs,  RAS/IPP,  c‐Fos‐IRr) 
pueden  ser  el  sustrato  de  un  fenómeno  de  sobre  regulación  positiva  para 
aumentar a escala de todo el núcleo la actividad sináptica (quantal scaling). Los 
aumentos en la regulación de CR por su parte pueden reflejar también tanto un 




          Algunos  de  los  genes  que  se  sobre‐regulan  a  los  90  días  pl  y  que  hemos 
valorado  en  el  estudio  preliminar  de  MicroArrays  de  DNA  y  que  adjuntamos 
como apéndice apoyan un  intento de  las células del CI de  incrementar tanto  la 
síntesis  como  el  tráfico  de  receptores  y  moléculas  responsables  de  la 
neurotransmisión excitatoria. 
 
          Para elevar estas afirmaciones a  la categoría de hipótesis de  trabajo,  será 
necesario  completar  los  estudios  en  curso.  Finalmente,  cabe  resaltar  que 






entre  los  15  días  y  los    90  días  pl  sean  el  punto  de  partida  para  activar  el 





































































































1. Se  requiere  una  proyección  corticofuga  intacta  para  el  mantenimiento 
óptimo de la actividad del sistema auditivo en la rata adulta. 
 
2. Tras  la  deaferentación  unilateral  de  la  proyección  descendente  de  la 
corteza  auditiva,  la  actividad  eléctrica  evocada  del  tronco  del  encéfalo 




plazo  una  sordera  bilateral  que  conduce  a  una  supresión,  tanto  de  las 
respuestas del Reflejo Auditivo del Sobresalto como de la Inhibición por 




del  número  de  neuronas  que  expresan  c‐Fos  tras  estimulación  sonora.  




5. La  inmunorreación  frente  a  la  proteína  c‐Fos  en  el  Colículo  Inferior  no 
sigue  un  principio  de  todo  o  nada  (positivo  o  negativo),  sino  que  la 
densidad del cromógeno y el perímetro nuclear aumentan o disminuyen 
en  relación  con  la  función  en  las  neuronas  sensibles  a  la  estimulación 
sonora. 
 
6. El  Colículo  Inferior  reacciona  frente  a  la  pérdida  unilateral  de  la 
proyección  glutamatérgica  cortico‐colicular  provocando  un  aumento 
reversible tras  largos períodos postlesionales en el número de neuronas 
inmunorrreactivas  para  calretinina.    Conocidas  las  funciones  de  esta 
proteína  ligadora  de  Calcio,  este  modo  de  reaccionar  de  las  neuronas 
coliculares refleja variaciones en  la concentración del calcio  intracelular.  
Este  fenómeno  se  puede  relacionar  con  el  esfuerzo  neuronal  para 
mantener  la  precisión  y  el  ritmo  de  disparo  neuronal  previo  a  la 
deaferentación. 
 
7. En  el  Colículo  Inferior,  producto  de  la  ablación  unilateral  de  la  corteza 
auditiva  se  produce  un  bloqueo  de  la  síntesis  y  la  expresión  de  los 












• En  esta  Tesis  Doctoral  se  demuestra  que  la  lesión  por  ablación 
unilateral de la corteza auditiva provoca una pérdida de la función de 
la vía auditiva, basada principalmente en el bloqueo de la síntesis de 
los  receptores  ionotrópicos  de  glutamato  con  una  alteración  del 
balance  de  la  concentración  de  calcio  intracelular  en  el  Colículo 
Inferior.    Este  núcleo    reacciona  tras  períodos  largos  de  tiempo 
compensando  este  fenómeno  mediante  un  proceso  reparativo  que 
comparte  características  compatibles  con  fenómenos de plasticidad 
homeostática  (quantal  scaling  de  receptores  ionotrópicos  de 
glutamato  y  equilibrio  del  Ca2+  intracelular).  Estos  cambios,  entre 
otros  posibles,  ocasionan  la  reactivación  funcional  del  sistema 






































































































diversos  interrogantes que en el momento,  se están  tratando de  responder en 
nuestro laboratorio con la puesta en marcha de experimentos concretos, de los 
cuales existen yá datos disponibles preliminares. En este apartado aportaremos 
alguna  información nueva que puede ayudar  al  lector  a  comprender mejor  los 
resultados de esta tesis doctoral y cuáles son las líneas que se derivan a partir de 








2  ‐  La  reactivación  del  Colículo  Inferior  (neuronal  set  point)  tras  lesiones 
unilaterales de la corteza  es activada por un fenómeno de recrecimiento axonal 
a  partir  de  las  conexiones  procedentes  de  las  áreas  corticales  no  lesionadas  o 
contralaterales? 
 
          Al  observar  los  cambios  funcionales,  biosintéticos  y  de  los  receptores 
postsinápticos  que  se  producen  tras  deaferentación  cortical  auditiva  unilateral 
(v.s.),  decidimos  explorar  las  modificaciones  en  la  expresión  génica  de  las 
neuronas  del  colículo  inferior.    Con  tal  fin,  se  analizaron  las muestras  de  tres 
grupos experimentales cuya localización de las lesiones corticales se muestra en 
la Figura 8  (grupos 24‐26, n=3 Tabla N° 1), utilizando  la tecnología de  los DNA 
MicroArrays.  Estos estudios nos permitieron de forma probabilística realizar un 
barrido  de  todos  los  cambios  inducidos  por  los  procesos  lesionales  en  este 
núcleo.    En  este  momento,  estos  resultados  se  encuentran  en  el  estado  de 
análisis primario.  Podemos sin embargo indicar en líneas generales, que tras el 
análisis  de  los  24694  genes  contenidos  en  nuestros  arrays,  encontramos  al 
comparar el grupo control con los 15 días pl, cambios en los niveles de expresión 
de  975  de  ellos,  con  un  fold‐change  de  1.5,  de  los  cuales  794  tenían  una 




p<0.05. Cuando comparamos los casos controles y  los  lesionados a  los 90 días, 
hemos encontrado el efecto contrario al observado a los 15 días pl, es decir una  
sobre‐regulación en los niveles de expresión, que estaría muy de acuerdo con los 
datos  presentados  en  esta  tesis  doctoral.    Estos  experimentos  ya  se  han 
analizado  de  forma  primaria,  y  con  este  número  de  casos,  hemos  podido 
observar  cambios  significativos  en  genes  tan  importantes  para  la  plasticidad 
homeostatática como Arc/Arg 3.1 (Arc: activity‐regulated cytoskeleton‐associated 
protein),  pués  se  sabe  que  la  expresión  del  este  gen  bloquea  el  incremento 
















producidos  por  la  ablación  unilateral  de  la  corteza  auditiva,  además  de 
complementarlo  con  técnicas  de  qPCR,  en  aquellos  en  donde  observemos  los 
cambios más relevantes. 
 
En  esta  representación,  se  observa  parte  de  los  genes  estudiados  en  los  3 








trazadores  en  la  corteza  auditiva  contralateral  intacta  de  un  proceso  de 








previos de  trazadores  realizados en  rata,  por Saldaña y  col.,  (1996),  la  corteza 
externa del CI no recibe proyección de la corteza auditiva contralateral y por lo 
tanto  concluímos  que  se  ha  producido  una  reinervación  de  este  territorio  por 
acción de la corteza intacta. Estos experimentos y otros programados en los que 
pretendemos  contar  botones  sinápticos  inmunorreactivos  frente  a  proteínas 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